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RESUMEN

La mora (Rubus glaucus benth) es un fruto rojo de alto consumo alrededor del
mundo, apetecible por su exoético sabor. Su produccion nativa se encuentra en
las zonas tropicales de América y en el Ecuador en toda la zona Andina del
pais. La mora, en comparacion con otros frutos rojos, es apreciada por poseer
compuestos bioactivos los cuales son sustancias beneficiosas para la salud
humana especialmente por su capacidad de contrarrestar enfermedades
vinculadas al estrés oxidativo. En este estudio se planteod la realizacién de una
caracterizacion quimica completa de las moras andinas recolectadas de
Machachi, Cayambe y Ambato por ser zonas de alta produccion de moras en el
Ecuador para ello se utilizaron técnicas cuantitativas para determinar
compuestos de interés tales como polifenoles totales, flavonoides, taninos,
antocianinas, [(-caroteno, vitamina C asi como también se realiz6 una
identificaciéon de los compuestos mas representativos del fruto de estudio
mediante cromatografia liquida de alta presién acoplada a espectrometria de
masas. Ademas, se realizé la determinacién de la capacidad antioxidante
mediante los ensayos de capacidad de reduccion férrica (FRAP) y la técnica de
2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH). Los resultados obtenidos revelan que las
muestras estudiadas poseen similitud en el contenido de fenoles, flavonoides,
antocianos y taninos, mostrando diferencias unicamente en el contenido de
vitamina C y betacarotenos dependiendo de la zona. Este estudio establece las
bases para impulsar la investigacion de los frutos exdticos ecuatorianos

ademas de aportar conocimientos para su uso terapéutico.



ABSTRACT

The blackberry (Rubus glaucus benth) is the red fruit of high consumption
appealing for its exotic flavor around the world. Its native production is found in
the tropical zones of America and, in Ecuador, throughout the Andean area of
the country. Blackberry fruits, in comparison with other red fruits, are
appreciated for possessing bioactive compounds which beneficial effects in
human health, especially for their ability to prevent diseases linked to oxidative
stress. In this study, a complete chemical characteristic of the berries collected
from Machachi, Cayambe and Ambato was proposed, for which quantitative
techniques were used for determine compounds of interest such as, total
polyphenols, flavonoids, tannins, anthocyanins, B-carotene, vitamin C as well as
an identification of the most representative phenolic acids through the high-
pressure liquid chromatography coupled to mass spectrometry. In addition, the
determination of the antioxidant capacity of frutis was carried out by the ferric
reducing antioxidant power (FRAP) and DPPH method of antioxidant assay.
The results obtained reveal that the samples studied have a similarity in the
content of phenols, flavonoids, anthocyanins and tannins, which differ only in
the content of vitamin C and beta-carotene depending on the area. This study
establishes the bases to promote the investigation of exotic ecuadorian fruits as

well as providing knowledge for its therapeutic use.
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION.
1.1 Antecedentes.

Numerosos estudios han demostrado que el estrés oxidativo, la disfuncion
mitocondrial y las alteraciones bioenergéticas son los principales factores que
intervienen en el envejecimiento y en el desarrollo de enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo como: cancer, Alzheimer, diabetes y
enfermedades cardiovasculares(Del Rio et al., 2013, pp. 42-45). La produccién
de especies reactivas de oxigeno (ROS), principal fuente de dafo celular se
produce principalmente en las mitocondrias y se acumula durante el
envejecimiento. El estrés oxidativo, inducido por una produccion elevada de
ROS, conduce a su vez a dafios acumulados en el ADN mitocondrial (ADNmt),
perpetuando asi el aumento de la produccion de ROS vy transferencia de
electrones aberrantes de la cadena, afectando la reduccion de la sintesis de
ATP y la funcién mitocondrial (Del Rio et al., 2013, pp. 43-52). Todos estos
procesos oxidativos causan ademas un aumento en el dafo a otras
macromoléculas (proteinas, lipidos) celulares, lo que conlleva a alteraciones en
la funcionabilidad de la célula y por tanto alteraciones en las funciones
fisiolégicas de los tejidos y 6rganos de los cuales forman parte. En este
sentido, la dieta juega un papel crucial en la prevencion de este tipo de
enfermedades (Del Rio et al., 2013, pp. 55-57), donde patrones dietéticos
basados en el alto consumo de frutas y verduras, se han asociado con una
mayor esperanza de vida y una disminucién significativa de la incidencia y
prevalencia de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo(Bach-Faig et
al., 2011, pp. 2274-2284). Dado que el desequilibrio entre el estrés oxidativo y
las defensas antioxidantes enddgenas/exdgenas del cuerpo esta
estrechamente vinculada a la patogénesis de este tipo de enfermedades, los
componentes antioxidantes presentes en las frutas y verduras pueden
desempenar un importante papel en la proteccién de las macromoléculas del
dafio producido por los ROS vy, por ende, contribuir a mejorar el estado
antioxidante del organismo. Esto se debe a su alto contenido en fitoquimicos

(Del Rio et al., 2013, pp. 1818-1892) y la potente accion antioxidante que estos



ejercen (Kaume et al.,, 2012, pp. 5716-5727), basada en su capacidad de
radical scavenging o bloqueadora de los radicales libres generados en exceso
durante el proceso de respiracion celular (Diamanti et al., 2014, pp. 3935-3943)
y en la activacion de ciertas rutas bioquimicas relacionadas con la respuesta
antioxidante (Giampieri et al., 2014, pp. 3867- 3876).

Recientemente, las frutas consumidas por las poblaciones andinas de América
del Sur han sido objeto de un creciente interés, sobre todo debido a sus
potenciales beneficios para la salud y al interés de los consumidores por
nuevas frutas exdticas, en particular, en los mercados internacionales. Sin
embargo, mientras que las propiedades relacionadas con la salud y la
composicion quimica de las frutas y plantas que comunmente se encuentran en
Ameérica del Norte y Europa han sido ampliamente estudiadas, en el caso de
las frutas andinas, como las nativas de Ecuador, son aun las grandes
desconocidas. Varios estudios han destacado el posible potencial terapéutico
de ciertas bayas de la regién, entre las que destacan la mora andina (Rubus
glaucus B.), el tomate de arbol (Solanum betaceum C.) (Carrillo-Perdomo et al.,
2015, pp. 49-69), y el Capuli (Prunus serotina) (Alvarez-Suarez et al., 2017, pp.
46-52). Sin embargo, pese a esto, los estudios relacionados a su contenido en

compuestos bioactivos y su efecto sobre la salud son todavia limitados.

La mora andina (Rubus glaucus Benth), constituye el fruto rojo mayormente
comercializado y consumido en Ecuador, con una produccién anual estimada
de 60.000 toneladas/ano. Los estudios composicionales actuales en este
género han brindado una caracterizacion quimica general del fruto, brindando
datos interesantes en cuanto a los contenidos de compuestos bioactivos, tales
como antocianinas, carotenos y vitamina C (Kaume et al., 2012, pp.5716-
5723). Las antocianinas representan cuantitativamente la principal clase de
polifenoles identificadas en los frutos rojos (Giampieri et al., 2012, pp. 9-19;
Kaume, Howard, & Devareddy, 2012, pp. 5716-5723). Varios estudios han

reportado el contenido total de antocianinas en mora, con valores en el rango



de 150 a 600 mg/kg de peso fresco (Kaume et al., 2012, pp. 5716-5723). Mas
de 25 diferentes antocianinas han sido descritas en frutos rojos de diferentes
variedades y regiones geograficas, donde la pelargonidina-3-glucésido y la
cianidina-3-glucésido han sido reportadas como las principales
antocianinas(Carrillo-Perdomo, Aller, Cruz-Quintana, Giampieri, & Alvarez-
Suarez, 2015; Kaume et al.,, 2012, pp. 5716-5723). Ademas de las
antocianinas, otros compuestos bioactivos importantes ha sido identificados en
estos frutos, como son los elagitaninos y folatos, que contribuyen también a la
alta capacidad antioxidante y calidad nutricional del fruto (Kaume et al., 2012,

pp. 5716-5723) y por ende a sus potenciales efectos beneficiosos para la salud.

A pesar de estos reportes, las caracteristicas composicionales de la mora
andina han sido escasamente estudiadas. Esto, sumado a las propias
capacidades de las plantas de potencializar sus caracteristicas fisicas y
quimicas segun la region o las condiciones climaticas en donde se cultiva
(CORPEI, 2009, pp.3-10), ha despertado el interés de investigadores de la
region para (l) profundizar en la composicion quimica de este fruto y (Il)

determinar sus efectos beneficiosos sobre la salud .

1.2 Planteamiento del problema.

En el Ecuador las diferentes culturas utilizan un tercio de las especies
vegetales tanto para alimentacién como para usos de medicina ancestral. Un
ejemplo de ello son alimentos de significado cultural, como la colada morada,
con el protagonismo de los frutos rojos en su preparacion (Gualavisi, 2008,
pp.2-6; Moscoso, 2013), no obstante, las especies vegetales, especialmente
los que dan origen a los frutos rojos como la mora andina, no son considerados
como alimentos de alto potencial benéfico para la salud debido al
desconocimiento de sus propiedades favorecedoras. Tal desconocimiento ha
limitado en Ecuador apreciar y fomentar el consumo habitual de este tipo de
fruto como fuente natural de compuestos bioactivos con importantes

propiedades protectoras y antioxidantes que pueden mejorar la condicion de



personas con enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Sanchez &

Méndez, 2013, pp. 161-168) o incluso prevenir el padecerlas en el futuro.

Por ello se plantea la necesidad de profundizar en este tipo de estudios, lo que
permitiria justificar y fomentar su uso como fuente natural de compuestos
bioactivos en la dieta, asi como en la elaboracién de formulaciones y productos

biotecnologicos.

1.3 Objetivo General

Determinar el contenido de compuestos bioactivos y estudiar sus propiedades

antioxidantes en extractos de mora andina.

1.4 Objetivos especificos.

Determinar la composicién quimica de extractos de mora andina mediante el
uso de técnicas espectrofotométricas y cromatografia liquida de alta presion
(HPLC).

Determinar la capacidad antioxidante del extracto de mora andina por medio de
la deteccién de su capacidad para captar radicales libres y su potencial

reductor férrico.

1.5 Justificacion del trabajo.

Los frutos rojos han demostrado aportar beneficios excepcionales a la salud
humana en la prevencién de enfermedades relacionadas al estrés oxidativo
tales como cancer, diabetes, Alzheimer etc (Carrillo-Perdomo et al., 2015, pp.

49-69). La razodn de estas cualidades benéficas radican en poseer un grupo de



compuestos bioactivos tales como antocianinas, vitaminas, minerales y fibra
con justificada accion en la prevencion del dafio oxidativo (Jurani¢ & Zizak,
2005, pp. 207-211; Schreckinger, Lotton, Lila, & Mejia, 2010, pp. 233-246;
Zafra-Stone et al., 2007, pp. 675-683).

Atendiendo a los antecedentes antes expuestos, la presente propuesta se
justifica en la necesidad de aportar nuevos conocimientos en la composicion
quimica y los efectos beneficiosos para la salud de los frutos de mora andina.
Los resultados de nuestra propuesta permitiran justificar su uso como fuentes
naturales de productos bioactivos en la dieta de la poblacion ecuatoriana con
efectos beneficiosos en la prevenciéon de enfermedades relacionadas con el
estrés oxidativo. Mediante la presente propuesta se pretende ademas
promover la diversificacion, asi como también el mejoramiento de la calidad

nutricional en la dieta de la poblacion ecuatoriana.

2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO.
2.1 Caracteristicas generales.
2.1.1 Origen e historia.

La mora o zarzamora es un fruto rojo originario de América, especificamente de
sus zonas altas tropicales en las que se encuentran Estados Unidos, Ecuador,
Colombia, Honduras, México entre otros (Betancur, Garcia, Barrera, &
Quejada, 2015, pp.7-9).

No fue hasta el afo 1840 cuando el botanico aleman Karl Theodor Hartweg,
recogid por primera vez plantas de “mora de Castilla” en los huertos
artesanales de los alrededores de la ciudad de Quito, los cuales se
encontraban ubicados en las laderas del Pichincha, lo que permitid que en
1845 pudieran ser nombradas como Rubus glaucus y descritas para la ciencia
de la coleccion de Hartweg. En la época colonial, la sociedad comerciante

quiteha catalogaba bajo el termino “Castilla” a todo producto que se



consideraba de buena calidad y caracteristicas superiores debido a su
procedencia espafola, fue asi que por las caracteristicas de la mora se
popularizo comercialmente como mora de castilla, sin embargo, la ciencia y la
botanica permitié diferenciar la mora proveniente del Ecuador y resaltar su

origen natal con el tiempo (Jardin Botanico, 2017).

2.1.2 Taxonomia.

La planta de mora es del reino vegetal, divisién antéfila, clase dicotiledonea,
subclase alquiclamidea, orden rosales, familia Rosacea y pertenece al género
Rubus. Su nombre cientifico es Rubus glaucus Benth mientras que su nombre
comun es mora de castilla o mora Andina (Betancur et al., 2015, pp.10-14;
Ramos, 2016, pp. 39-40).

2.1.3 Morfologia.

La mora es una planta arbustiva, perenne, de naturaleza trepadora, cuya altura
puede llegar hasta los tres metros (Betancur et al., 2015, pp.10-14). Dentro de

sus principales estructuras se encuentran:

Raiz. Son nudosas, filiformes y racimosas. La raiz principal o pivotante puede
alcanzar una profundidad de 30 a 50 cm del suelo, sus raices secundarias son
poco profundas, se encuentran entre 10 a 20 cm del suelo y poseen

crecimiento horizontal (Ramos et al., 2016, pp. 40-41).

Tallo. A partir de la corona se forman los tallos de manera continua, pueden
ser de 5 a 15 lo cual lo clasifica como semi arbustivo. Los tallos primarios
pueden llegar a medir hasta 2 metros ademas de sus tallos secundarios y
terciaros que tienden a ser levemente mas cortos. Los tallos se encuentran

rodeados por espinas curvas de 2 a 3 mm de longitud como se muestra en la



figura 1. Su comportamiento es bianual debido a que crecen durante el primer

afo y en el segundo florecen y producen (Ramos et al., 2016, pp. 40-41).

Figura 1. Tallo de planta de Mora.

Adaptado de (Ramos, 2008, p.12).

Hojas. Son trifoliadas, alternas, elipticas, de largo peciolo y enteras, su cara
inferior posee una coloracion clara, son puntiagudas y su borde es ligeramente
dentado y ondulado como puede apreciarse en la figura 2 (Ramos, 2016,
pp.40-41).



Figura 2. Hoja de planta de Mora.

Adaptado de (Ramos, 2008, p.12).

Flores. Son de color blanco y hermafroditas como se evidencia en la figura 3,
miden de 2 a 2.5 cm de didmetro, de corto pedunculo, su caliz consta de cinco
sépalos verdes, lanceoladas, lineales y su corola de cinco pétalos que pueden
ser blancos, rojos o lilas ademas de poseer estambres desiguales (Ramos,
2016, pp.40-41).



Figura 3. Flor de planta de Mora.

Adaptado de (Ramos, 2008, p.13).

Semilla: El tipo de semillas que se encuentra en la mora esta clasificada dentro
del grupo de las ortodoxas, son diminutas con diametros de 1.2 a 1.3
milimetros, de color café. Una planta de caracteristicas estandar puede llegar a
producir alrededor de 130,000 semillas (Ramos et al., 2016, pp. 40-41).

Fruto. Esta formado por la agrupacion de drupas entre 70 a 100, cada una con
una semilla en su parte interna que en conjunto dan lugar a un fruto de 5 a 7
mm de diametro, cada fruto formado por 65 semillas aproximadamente
considerando que su distribucion es en gajos de 5 a 8 frutos, cada uno de ellos
con maduracién dispareja, su peso individual es de 0.2 gramos, y su coloracién
puede ir desde rojo purpura brillante hasta un negro rojizo como se muestra en

la figura 4. Una planta promedio puede llegar a tener hasta 3.600 frutos.
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Figura 4. Fruto de planta de Mora.

Adaptado de (Ramos, 2008, p.13).

2.1.4. Requerimientos del cultivo.

Clima. La mora es un cultivo que puede adaptarse a un rango de altura sobre
el nivel del mar entre 1.200 a 3.500 metros, siendo el rango mas apropiado
entre los 1.800 a 2.400 metros. La temperatura puede oscilar entre los 12y 18
grados centigrados, con una humedad del 70 al 80 %, precipitaciones de 1.200
a 1.700 milimetros anuales, 1.200 a 1.600 horas de luminosidad anuales y
lugares sin probabilidades de heladas (MAGAP, 2013,pp.6-7)

Suelo. Deben ser preferencialmente franco- arenosos es decir poseer una
composicion de arena, lino, arcilla, fosforo y potasio, ademas de que deben ser

suaves hasta un metro de profundidad (Ramos et al., 2016, pp. 40-41).
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pH. Puede oscilar del 5.5 a 7 debido que a mayor o menor que el rango
establecido existira problemas con indisponibilidad de nutrientes o mayor

solubilidad de minerales (Ramos et al., 2016, pp. 40-41).

Conductividad eléctrica. Debe existir bajas concentraciones de sales en el
suelo debido a que el valor de conductividad eléctrica para el cultivo debe de
ser de 1.50 mmhos cm, si la concentracion de sales es elevada existira
toxicidad de sales y por consecuencia problemas nutricionales y de
permeabilidad (Ramos et al., 2016, pp. 40-41).

2.2. Composicién quimica.
2.2.1 Flavonoides.

El termino flavonoides es utilizado para denominar al conjunto de compuestos
fendlicos cuya formacion quimica se basa en tres anillos derivados del acido
cinamico con un total de 15 atomos de carbono como se puede ver

representado en la fiigura 5 (Cartaya & Reynaldo, 2001, pp.5-14).
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OH 0

Figura 5. Estructura de los flavonoides.

Adaptado de (Kaume et al., 2012, p.5718).

Este grupo es el mas considerado cuando se analizan plantas superiores
debido a que se encuentra presente en todos sus 6rganos vegetativos. En el
mundo se conocen mas de 4.000 flavonoides a los cuales se les atribuyen
funciones antioxidantes, insecticidas, antiparasitarios y reguladores de
crecimiento por su interaccion con hormonas como la auxina (Barreno,
Brugués, & Costa, 1997; Castafieda-Sanchez & Guerrero-Beltran, 2015, pp. 25-
33).

Entre los flavonoides mas incidentes en los grupos de plantas vasculares se
encuentran el kaempferol, la miricetina y la quercetina. En la clasificacion
vegetal la cuantificacion de concentracion de determinados flavonoides permite
la diferenciacion entre tipos de plantas, por ejemplo, la presencia o ausencia de
miricetina, acido galico y protoantocianidinas da la pauta para diferenciar a tres

conjuntos de subclases de dicotiledéneas (Barreno et al., 1997).
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En la tabla 1 se presentan los principales flavonoides reportados en diferentes

especies de mora.

Tabla 1.

Tipos de flavonoides presentes en moras.

Flavonoides identificados en moras

Quercetina 3- galactosido Kaempferol 3- galactosido
Quercetina 3- glucosido Kaempferol 3- xilosiloglucurénido
Quercetina 3- rutindsido Quercetina 3- glucurénido

Quercetina 3-O-[6-(3-hidroxi-3-metil-

Quercetina 3- xylosylglucuronide . o
glutaroilo)-B-D-galactésido

Quercetina 3- glucosilopentosido Miricetina
Kaempferol 3- glucosido Quercetina 3-metoxihexosido
Kaempferol 3-glucurénido Quercetina 3-oxalilopentosido

Adaptado de (Kaume et al., 2012, p.5718).

2.2.2. Antocianinas.

Es un grupo de pigmentos flavondicos hidrosolubles responsables de brindar la
gama de colores desde el rojo, azul y purpura en cereales, frutos y vegetales
(Ceron, 2008, pp.1-2).

Quimicamente son glucdsidos de antocianidinas, con una estructura que se
basa en un nucleo de flavon, el cual esta constituido por dos anillos aromaticos
unidos por 3 carbonos como se observa en la figura 6. Hasta el momento se
conocen aproximadamente 20 antocianidinas de las cuales las mas

importantes son la pelargonidina, peonidina, malvidina entre otras, cuyos
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nombres se derivan de su origen de extraccién. La combinacién de estas con
los distintos tipos de azucares forman 150 antocianinas aproximadamente. La
coloraciéon de los frutos dependera de varios factores intrinsecos,
principalmente el aumento de hidroxilos o metoxilos los cuales fomentaran el
color azul o el rojo respectivamente (Aguilera, Reza, Chew, & Meza, 2011,
pp.16-21; Garzoén, 2008, pp. 27-36; Zapata et al., 2014, pp. 166-192).

) Sustituyentes Amax (nm)
Aglicona b
R1 R2 Espectro visible

Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH3 H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCH3 OH 508 (azul-rojo)
Malvinidina OCH3 OCH3 510 (azul-rojo)

Figura 6. Estructura y sustituyentes de las antocianinas.

Adaptado de (Garzon,2008, p.29).

Diversos estudios respaldan que los extractos ricos en antocianinas generan
varios beneficios en la planta como protectores de rayos ultravioletas y como
precursor de la polinizacion. Ademas que en el ser humano aportan ventajas
para la salud tales como aumento de la agudeza visual, aumento de la
actividad antioxidante, capacidad de atrapar radicales libres, funciones quimio-

protectores, asi como también control de lipidos, regulacién de la secrecion de
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insulina, lo cual esta directamente relacionado con las propiedades
antidiabéticas, anticancerigenas, antitumorales, antiinflamatorias y de
proteccion ante enfermedades cardiovasculares de estos compuestos (Aguilera
et al., 2011, pp. 16-21).

En las moras andinas se han identificado las antocianinas descritas en la tabla
2.

Tabla 2.

Tipos de antocianinas presentes en moras.

Antocianinas identificadas en moras

Cianidina 3-glucésido Cianidina 3-arabinosido
Cianidina 3-galactdsido Malvidina 3-arabinosido
Cianidina 3-xilésido Perlargonidina 3-glucoside
Cianidina 3- dioxalyl —glucdsido Cianidina 3-(6-malonil) glucésido
Cianidina 3-rutindsido Cianidina 3-(3-malonil) glucésido
Cianidina 3-soforosido Cianidina 3-dioxaloilglucésido
Cianidina 3-glucosilrutinosido Cianidina 3-arabinosido

Malvidina 3-arabinosido

Adaptado de (Kaume et al., 2012)

2.2.3. Taninos

Los taninos forman parte de los compuestos fendlicos, los cuales tienen como
caracteristica ser hidrosolubles, poseer un peso molecular que se encuentra
entre 500 a 3.000 D, en la figura 7 se muestra su conformacion basada en la

union de varios grupos fendlicos asi como tambien de anillos aromaticos,
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ademas de poseer en su estructura gran numero de grupos hidroxilo y otros
grupos funcionales que tienen la capacidad de unirse a macromoléculas
(Alvarez, 2011, pp.3-8; Martinez-Valverde, Periago, & Ros, 2000, pp. 5-18).

0 OH
L
g OH HO Ol
HO H 10 ]
Acido gélico \ o =\ _on Unidades
0 A e O [ depsidicas
Uk :“ : (8] 0 H
HO
HI OH
0 . 4 -
Q) U
( oo X ) OH 0
Glucogalina Pentagaloilglucosa

Figura 7. Estructura de los taninos galicos.

Adaptado de (Alvarez, 2011, p.3).

Entre sus propiedades mas sobresalientes se encuentran la capacidad de
formar complejos con proteinas, lo que les permite generar un sabor
caracteristico, también conocido como gusto tanico. Ademas debido a su
capacidad de consumir oxigeno disuelto es considerado como un antioxidante
de gran interés en la industria tanto farmacéutica como alimentaria (Alvarez,
2011, pp. 1-13).

Los taninos se clasifican segun su funcién estructural en dos grupos:

Proantocianidinas o taninos condensados: También llamados
leucoantocianinas, son oligbmeros y polimeros de flavonoides, formados

estructuralmente de 2 a 6 nucleos fendlicos (flavan-3-ol o catequinas). Las
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unidades flavan-3-ol son polimerizadas por enlaces carbono - carbono
(Martinez, 2007, pp.13-16).

En los frutos rojos, especialmente en las bayas, se encuentran dos tipos de
taninos condensados: procianidinas las cuales se muestran estructuralmente

identificadas en la figura 8 y propelargonidinas.

OH
OH

“OH

Procianidina B-3 Procianidina B-4

Figura 8. Procianidinas dimeras principales.

Adaptado de (Martinez, 2007), p.14.

Taninos hidrolizables: Existen dos tipos: Los elagitaninos, los cuales en la

hidrélisis liberan acido elagico los cuales estan conformados por moléculas
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lineales de glucosa enlazadas a grupos hexahidroxidifénicos. El segundo tipo
son los galotaninos los cuales estan conformados por nucleos de glucosa
unidos ciclicamente por enlaces de acido galico (Alvarez, 2011, pp. 1-13).

En las moras se han identificado taninos hidrosolubles del tipo elagitaninos

descritos en la Tabla 3.

Tabla 3.

Tipos de taninos presentes en moras.

Taninos identificados en moras

Sanguiin H-6
Lambertianin C
Pedunculagina
Lambertianin D
galoil-bis-HHDP glucosa
Sanguiin H-10 isomer
Sanguiin H-6 menos residuo de acido galico
Lambertianin C menos residuo de acido galico
galoil-HHDP glucosa
Sanguiin H-2
Sanguiin H-6 mas residuo de acido galico
Acido elagico
Castalagina / vescalagina

Conjugados de pentosa de acido metil elagico

Adaptado de (Kaume et al., 2012, p. 5718).

2.2.4. Carotenoides
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Los carotenoides son los pigmentos responsables de las coloraciones rojizas,
amarillas y naranjas en flores y frutos, ademas son considerados como
compuestos indispensables para la vida debido a que estan estrechamente
vinculados con la captacion de luz que activa la fotosintesis. En la salud
también posee funciones importantes ya que evita la aparicion de
enfermedades cardiovasculares, cancer y previene la degeneracion muscular,
todo esto debido a su elevado poder antioxidante, el cual es el resultado de la
capacidad de los carotenoides de inactivar el oxigeno libre, peroxidos,
hidroxilos entre otros agentes oxidantes. Otra de las ventajas de los
carotenoides es que actuan como fuente de provitamina A(Tobergte & Curtis,
2013, pp. 1689-1699).

En su estructura estan conformados por varias unidades de isoprenoides y un
anillo de ciclohexano sustituido o insaturado en cada extremo esto se debe a
que los carotenos son tetra terpenos. Entre sus caracteristicas estan su
insolubilidad en el agua debido a su naturaleza lipofilica (Tobergte & Curtis,
2013, pp. 1689-1699).

Betacaroteno. Es un carotenoide del tipo de los carotenos el cual posee
actividad de provitamina A, este posee gran funcionalidad en la enfermedades
coronarias ademas que su ingesta previene el cancer de piel y de tracto
digestivo (Figura 9) (Tobergte & Curtis, 2013, pp. 1689-1699).
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]
M, f}-caroteno

Figura 9. Estructura de B-caroteno.

Adaptado de (Urango et al., 2008, p.29).

2.2.5 Fenoles.

Los polifenoles o también conocidos como compuestos fendlicos son parte del
grupo de sustancias quimicas considerados metabolitos segundarios, existen
alrededor de 8.000 compuestos fendlicos distintos en su conformacion. Este
tipo de sustancia genera colores azules, rojos, naranjas violetas y purpuras en
los productos que la contienen. Su estructura quimica se basa en un anillo
aromatico, un anillo de benceno y uno o mas grupos hidroxilos (Martinez-
Valverde et al., 2000, pp.7-14).

Los compuestos fendlicos cumplen funciones importantes en la planta debido a
que interviene directamente en el crecimiento, ademas de promover
mecanismos antipatdogenos, antibacterianas y antivirales. Ademas cumplen

funciones anticancerigenas, antimutagénicas, antioxidantes, hepatoprotectoras,
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antiinflamatorias, inmunoestimulantes, antitumorales y

antihipercolesterolémicas (Duefas, Naranjo, & Araujo, 2009, pp. 1-8).

Los acidos fendlicos identificados en moras andinas se encuentran descritos en
la tabla 4.

Tabla 4.

Acidos fendlicos presentes en moras.

Acidos fendlicos identificados en moras

Acido cafeico

Acido cumarico

Derivados del acido ferulico

Adaptado de (Carrillo-Perdomo et al., 2015, p. 571.)

2.2.6 Vitaminas.

El acido ascoérbico o también conocido como vitamina C es la principal vitamina
identificada en los frutos de mora. Estd considerado como un agente
antioxidante por excelencia, ademas actua directamente sobre ciertos érganos
tales como los ojos, el bazo, el higado, las glandulas suprarrenales y el
cerebro. Dentro de sus caracteristicas quimicas es una vitamina hidrosoluble
esencial que se sintetiza a partir de la glucosa, es alcalino de coloracién
ligeramente amarillo, fotosensible e inoloro, es considerada importante en la
ingesta diaria debido a que su déficit genera la enfermedad denominada
escorbuto, no obstante, esta vitamina aporta varios beneficios tales como

mejorar el mantenimiento celular y elevar el sistema inmunoldgico, combatir
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enfermedades infecciosas, interviene en la cicatrizacién y colabora en el
proceso de desinflamacion (Sandoval, 2010,pp.7-9; Serra & Cafaro, 2007,pp.
526-527).

Su estructura quimica tal como se evidencia en la figura 10 esta conformada
por una lactona de 6 carbonos que tiene relacién con la glucosa y otras
hexosas, las cuales poseen una agrupacion diol lo que le permite cumplir
funciones de reductor energético, ademas, al poseer dos carbonos asimétricos
correspondientes al C4 y C5 se generan isomeros Opticamente activos (Oro &
Donnamaria, 2006, pp.148-151).

H H HS

O6

H6

H3 02

Figura 10. Estructura del acido ascorbico.

Adaptado de (Oro & Donnamaria, 2006, p.150).

En los frutos rojos, principalmente en las moras se han registrado las vitaminas
descritas en la tabla 4 como las que se encuentran en mayor proporcion, no
obstante, también se encuentran en menor cantidad el acido folico, vitamina k y

tocoferol B, y.
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Tabla 5.

Vitaminas presentes en moras.

Vitamina Cantidad
Acido ascérbico 21 mg
Tiamina 0.02 mg
Riboflavina 0.03 mg
Acido pantoténico 0.28 mg
Vitamina B6 0.03 mg
a-tocoferol 1.17 mg

Adaptado de (Carrillo-Perdomo et al., 2015, p. 58.)

2.3 Capacidad antioxidante
2.3.1 Estrés oxidativo

Las especies reactivas son las moléculas responsables del estrés oxidativo.
Dentro del concepto general existen dos especies reducidas del oxigeno, entre
los que se encuentran los radicales libres y el peroxido de hidrogeno (Sanchez
& Méndez, 2013, pp.163-164).Los radicales libres son las moléculas causantes
del desequilibrio redox a nivel celular, el cual puede provocar dafos a nivel de
tejidos, ademas de un envejecimiento celular prematuro (Tetteh, 2012, pp. 1-2)-
Esto se debe fundamentalmente a que en su estructura poseen electrones
desapareados, los mismos que las hacen altamente reactivas cuando se
combinan inespecificamente aportandoles la capacidad de atacar cualquier tipo
de biomolécula (Corrales & Ariza, 2012, p. 214).
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El principal efecto deletéreo de los radicales libres en los tejidos radica en su
capacidad para incorporar, a partir de otra molécula, un electrén a su estructura
buscando estabilidad. Dicha incorporacion genera na inestabilidad en la
molécula de la cual tomé dicho electron provocando alteraciones estructurales
y funcionales en la misma (Corrales & Ariza, 2012, pp. 213-225). Ademas,
también existen factores externos que pueden desencadenar la aparicion de
radicales libres, entre ellos se encuentran el humo del cigarrillo, la
contaminacion de aire, la radiacion y el consumo excesivo de sustancias

nocivas como drogas o alcohol (Tetteh, 2012, pp. 1-2).

2.3.2 Enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.

Las enfermedades mas representativas relacionadas directamente con el

estrés oxidativo se muestran en la tabla 6.

Tabla 6.

Enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.

Enfermedades Fundamento

El envejecimiento se produce por la
exposicion crénica a radicales libres,
inactivacion de enzimas antioxidantes,
disminucion de actividad proteolitica y la
actividad antioxidante, acumulacion de
Envejecimiento
proteinas oxidadas y aumento de
produccion de peroxido de hidrogeno y
oxigeno. Todos estos como factores de
envejecimiento celular ademas de los

factores genéticos y ambientales.




Alzheimer

Pérdida progresiva de neuronas vinculadas
con la agregaciéon de placas de la proteina
B-amiloide y estructuras neurofibrilares de
las proteinas Tau. Existe un evidente
aumento de radicales libres y marcadores
de oxidacion de proteinas, lipidos, ADN
aumentando la toxicidad de las células y el
dafno a nivel mitocondrial mientras se
genera una reduccion en el aclaramiento de
glutamato el cual es el neurotransmisor por

excelencia de la corteza cerebral humana.

Parkinson

Se caracteriza por la pérdida de neuronas
dopaminérgicas. El envejecimiento y el
estrés oxidativo es el responsable de la
perdida de células nigroestriadas y los
defectos en la cadena de respiracion
mitocondrial, debido a desencadenar un
aumento de los niveles de peroxidacion
lipidica, reduccion de acidos grasos libres
poliinsaturados de la sustancia nigra y

aumento de citoquinas proinflamatorias.

Esclerosis lateral

amiotrofica

Se presenta por la degeneracion de
neuronas motoras, las mismas causadas
por la inhibicién de la enzima superéxido
dismutasa mediado por la suplementacion
de N-acetilcisteina, lo cual desencadena la
aparicion de radicales libres. Los cuales
generan una evidencia de células oxidadas

post mortem.

Carcinogénesis

Es la proliferacion descontrolada de células
cancerosas y neo- vascularizacion. La
presencia de radicales libres activan

mecanismos implicados en la

25



transformaciéon maligna de células producto
de la deficiencia de enzimas antioxidantes.
Se ha identificado que los radicales libres
estdn vinculados con la iniciacién vy
mantenimiento del fenotipo tumoral, donde
el peroxido de hidrogeno estimula la

proliferacion y activacion de oncogenes.

Diabetes Mellitus

La elevada concentracion de glucosa
disminuye la actividad de proteinas ademas
de generar una autoxidacion de azucares
que producen radicales libres por la
disminucion de la hemoxigenasal que
afecta directamente a las células B del
pancreas generando los principios de la

enfermedad.

Hepaticas

Se ha evidenciado aparicion de estrés
oxidativo en los mecanismos de
inflamacién, asi como en cirrosis,
pancreatitis y alteraciones digestivas. Todo
esto debido al aumento de la peroxidacion
de lipidos y disminucion de enzimas

antioxidantes.

En el caso de la hepatitis fulminante los
radicales libres activan receptores de
apoptosis como fas- ligando y factores de

necrosis tumoral

Adaptado de (Sanchez & Méndez, 2013, pp.164-166).
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3. CAPITULO lil. DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL

| Recoleccién de muestras |

l
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Cayambe

Machachi

"

Preparacion de muestras

h

Congelamiento

Trituracién (nitrégeno
liguido)

Liofilizacién

Pulverizacion

k.
Extraccion Extraccion Extraccién con dcido Extraccién con Extraccion en fase
metandlica dimetilformamida metafosforico isopropanol solida
| Vitamina C ‘ | B- Caroteno | Cuantificacion de

v v polifenoles totales
Flavonoides Taninos

o HPLC (Agilent Technologies Series 1260) HPLC/MS
Antocianinas

Fenoles totales
Antioxidante:
DFPH
FRAP

Espectrofotémetro
(Shimadzuw/UVmini-1240)

Lector de placas

k.

Analisis de resultados

Paquete estadistico STATISTICA,

Figura 11. Diagrama de flujo del disefio del experimental.
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4. CAPITULO IV. PROCEDIMIENTOS
4.1 Poblaciéon y muestra.
4.1.1 Poblacién.

Las poblaciones estudiadas correspondieron a los frutos de mora andinas

(Rubus glaucus Benth) del Ecuador.

4.1.2 Muestra

Las muestras utilizadas correspondieron a los frutos de mora andinas (Rubus
glaucus Benth) provenientes de los mercados populares de Machachi,
Cayambe y Ambato.

4.2 Preparacion de las muestras.

Los especimenes (Rubus glaucus Benth) fueron identificados por especialistas
del Jardin Botanico de Quito, Ecuador, utilizando las 3 muestras de referencia
depositadas en el herbario de dicho centro. Las muestras fueron lavadas y
trituradas con nitrégeno liquido haciendo uso de pistilo y mortero.
Posteriormente a las muestras trituradas se enviaron al liofilizador y el

liofilizado obtenido se conservé en refrigeracion a -20°C.

4.3 Extracto Rico en Polifenoles

El extracto rico en polifenoles se realiz6 a través de una extraccién en fase
sélida en columna de Amberlita X-20 siguiendo la metodologia previamente
descrita por Giampieri et al., (2014). Previo a la extraccion se realizé un
acondicionamiento de la columna de amberlita (Supelco) usando lavados
seriados (2 L) de las soluciones de hidroxido de sodio (1 Mm), acido clorhidrico

(0.1M) y agua-acido formico (99:1, v/v) por 20 min cada una. Posteriormente se
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pesaron 20 g de muestra liofilizada y se colocaron en acido férmico/metanol en
una proporcién (1:3 p/v), la mezcla fue sometida a bafio de ultrasonido (Fisher
Scientific / Ultrasonic Beth 5,7L) por una 1hora y se filtré. El filtrado resultante
se secoO en un rotavapor a 45 °C y el residuo seco obtenido se resuspendid en
una solucion de agua/acido formico (1:3 p/v). Esta solucién se pasoé a través de
la columna de amberlita la cual posteriormente fue lavada tres veces con agua
destilada para eliminar los residuos de azucares y otras sustancias que
pudieran causar interferencia en los analisis posteriores. La fraccién rica en
polifenoles se obtuvo a partir de la elucion del contenido retenido en la columna
con una solucion de acido formico/metanol (1:3 p/v). El contenido obtenido fue
llevado al rotavapor (Buchi/R210) para eliminar el solvente y el residuo

obtenido se almacend a -20 °C.

A partir de este extracto se realizaron los analisis de caractericacion de
polifenoles aislados, antocianinas, flavonoides y otros derivados fendlicos. Para

cada analisis se tomaron tres muestras del extracto.

4.3.1. La caracterizacion de polifenoles aislados por HPLC-DAD / ESI-
MSn.

Los analisis HPLC se llevaron a cabo en un cromatégrafo Hewlett-Packard
1200 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) equipado con un detector
de matriz de diodos (DAD) acoplado a una Estacion de procesamiento de datos
HP Chem Station (Rev. A.05.04) y una bomba binaria. El sistema HPLC se
conectd a un espectrometro de masas APl 3200 Qtrap (Applied Biosystems,
Darmstadt, Alemania) el cual consiste en una fuente ESI y un analizador de
masas con triple cuadrupolo de iones, que fue controlado por el software de
analisis 5.1. Los compuestos se identificaron por su tiempo de retencion,
espectros UV-vis y espectros de masa seguido de la comparacién con una
biblioteca de datos y estandares disponibles (Giampieri et al., 2014, pp. 3867-
3876).
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4.3.2. Andlisis de antocianinas.

Para el andlisis de antocianinas se utilizd una columna C-18 AQUA®
(Phenomenex) de fase inversa (5 pum, 150 mm x 4,6 mm) termostatizada a 35 °
C. La fase movil utilizada para el andlisis consistio en (A) 0.1% acido
trifluoroacético y (B) acetonitrilo con el siguiente gradiente de elucion: B
isocratico 10% por 3 minutos, 10-15% por 12 minutos, 15% por 5 minutos, 15-
18% por 5 minutos, 18-30% por 20 minutos, 30-35% por 5 minutos, y
seguidamente se volvio a equilibrar la columna con las condiciones iniciales del
disolvente. La velocidad de flujo utilizada fue de 0,5 ml min. La doble deteccién
en linea se llevé a cabo en el DAD utilizando longitudes de onda de 280 y 520
nm, mientras que la deteccion de masas (MS) fue operada en el modo de iones
positivos. Los espectros se registraron entre los pesos moleculares de 100 a
1500 m/z. Aire de grado cero sirvio como gas nebulizador (40 psi) y como gas
turbo (600 °C) para secado (50 psi). El nitrégeno sirvid como gas de colisidén
(alto). El detector MS fue programado para realizar una serie de dos analisis
consecutivos, un escaneo completo de alta sensibilidad (MS mejorada, EMS) y
un analisis de ion de producto mejorado (EPI) para obtener el patrén de
fragmentacion del ion principal. Los parametros del modo MS fueron los
siguientes: ion espray tension 5000 V, potencial de desconexion (DP) 41 V,
entrada potencial (EP) 7,5 V y energia de colision (CE) 10 V. Las
configuraciones del modo EPI fueron iguales al anterior modo descrito mas una

propagacion de la energia de colision (CES) 0 V (Giampieri et al., 2014).

4.3.3. Analisis de flavonoides y otros derivados fendlicos.

Para el analisis de flavonoides y otros derivados fendlicos se utilizé una
Columna Agilent Poroshell 120 EC-C18 (2.7 pym, 150 mm x 4,6 mm)
termostatizada a 35 ° C. Los solventes utilizados fueron: (A) 0,1% de acido
férmico y (B) acetonitrilo utilizados en un gradiente de elucién isocratico del
solvente B correspondiente a un 15% por 5 minutos, 15-20% por 5 minutos, 20-
35% por 10 min, 35-50% por 10 minutos, 50-60% por 5 minutos y 60% por 5
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minutos. Posteriormente se volvid a equilibrar la columna a las condiciones
iniciales del solvente. El flujo fue de 0.5 mL min-1. La doble deteccion en linea
se llevo a cabo en el DAD a las longitudes de onda de 280, 330 y 370 nm y en
la MS operaba en el modo de ion negativo. Los espectros fueron registrados
entre las masas de 100 a 1500 m/z. Aire de grado cero sirvi6 como el gas
nebulizador (30 psi) y como gas turbo (400 ° C) para secado del solvente (40
psi). El nitrégeno sirvi6 como gas de colision (medio). Ambos cuadripolos se
establecieron en la unidad de resolucion y analisis del EMS. Los parametros
del EMS fueron: voltaje de pulverizacién de iones 4500 V, DP -50 V, EP -6 V,
CE -10 V y potencial de salida de celda (CXP) -3 V, mientras que los ajustes de
EPI fueron: DP-50 V, EP-6 V, CE-25 V y CES 0 V (Giampieri et al., 2014).4.4

Extracto metandlico.

4.4 Extracto metanolico.

El extracto metandlico se realizé en base a la técnica previamente descrita por
Batista et al,. (2017). Se peso en un vaso de precipitacién cubierto por papel
aluminio 1 g de muestra liofilizada y se aforo a 10 ml con metanol/agua (80:20
v/v). Posteriormente se sometio la mezcla a agitacion por 1 hora a temperatura
ambiente. Al término de la hora se colocd la mezcla en tubos falcén y se
centrifugaron (Eppendorf/Centrifuge 5804 R) por 10 minutos a 1000 rpm dos
veces. El sélido obtenido fue lavado varias veces hasta que la solucién de
extraccion apareciera incolora. Seguidamente usando un filtro jeringa se filtrd

todo lo recuperado y se almacend en frascos ambar a -20°C.

A partir de este extracto se realizaron los analisis de determinacién de fenoles,
flavonoides, antocianinas y analisis de antioxidantes (descrito en la seccion

4.8). Para cada analisis se tomaron tres muestras del extracto.



32

4.4.1 Determinacion de Fenoles

La determinacion del contenido de fenoles se realiz6 siguiendo la técnica
descrita por Singleton et al,. (1998). Para el ensayo se utilizaron cubetas
plasticas donde se colocaron 100 pL de la muestra diluida (1:5 v/v)
/blanco/estandar ademas de 500 pL del reactivo de Folin Ciocalteu (sigma-
Aldrich) realizando el ensayo por triplicado. Seguidamente se incubo la muestra
por 5 minutos a temperatura ambiente y se anadieron 400 uL de carbonato de
sodio. Se incubd la solucién en la oscuridad a temperatura ambiente durante 2
horas y se procedié a la medicién en espectrofotometro (Shimadzu/UVmini-
1240) a 760 nm contra el blanco el cual contenia agua destilada en lugar de
muestra. Previamente se realizd una curva de calibrado partiendo de una
solucion madre de acido galico (6 mM) utlizando 0.1g &cido galico
(Lobachemie) disuelto en 1ml de metanol y aforado a 100ml de agua destilada
para realizar estandares con concentraciones de 3mM a 0.1875 mM. Los
resultados de concentracién de fenoles fueron expresados en mg de

equivalentes de acido galico por g de FW (fruto fresco).

4.4.2 Determinacion de Flavonoides

La determinacion del contenido de flavonoides se realiz6é siguiendo la técnica
descrita por Mufioz et al,. ( 2007). El procedimiento fue realizado en placas de
96 pocillos. Se tomaron 20 yL de la muestra sin dilucion y se anadieron 100 pL
de agua destilada. Seguidamente se adicionaron 6 pyL de una solucion al 5% de
nitrito de sodio (5%) (Sigma- Aldrich) y las muestras se incubaron a
temperatura ambiente durante 6 minutos. Pasado este tiempo, se afadieron 12
pL de la solucion de cloruro de aluminio hexahidratado (Lobachemie) al 10%
preparado en metanol y se esperé 5 minutos. Finalmente se afadieron 40 uL
de hidroxido de sodio 1M y 22 uL de agua destilada. Se medié la absorbancia
de la solucién en lector de placas (Biotek/Synergy) a 510 nm contra el blanco
que contenia agua destilada en lugar de muestra. Previamente se realizé una

curva de calibrado partiendo de una solucién madre de catequina (1 mM)
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utilizando 0,0308 g de catequina (Cayman) disuelto en 100 ml de agua
destilada para realizar estandares de concentraciones de 2 mM a 0.25 mM. Los
resultados fueron expresados en mg de equivalentes de catequina por g de
FW.

4.4.3 Determinacion de antocianinas.

La determinacion del contenido de antocianinas se realizd en base a la
metodologia descrita por Pantelidis et al.(2007). Previamente se realizaron dos
soluciones tampon. El primero con cloruro de potasio (Sigma- Aldrich) a un pH
de 1 a una concentracion 0.025 M y el segundo con acetato de sodio
trinidratado (Fisher Scientific) a un pH de 4.5 y una concentracién de 0.4M.
Seguidamente se procedio a realizar dos diluciones (1:10 v/v) por tampon para
cada muestra de mora. La medicion se realizd en cubetas de plastico
anadiendo 100 ul de muestra y 900 pl de solucidon tampdén 1 y las mismas
proporciones en una segunda cubeta con el tampdn 2. Se debid realizar dos
blancos uno con cada tampon en las cuales se colocaron agua destilada en
lugar de muestra y se leyeron cada una a 500 y 700 nm. Previo a la medicion
de las muestras se realizd una curva de calibrado con una solucién madre de
1mg de pelargonidina (Sigma-Aldrich) en 1 ml de metanol grado analisis para

proceder a la preparacién de estandares de concentraciones de 5mg a 200 mg.

Los resultados fueron obtenidos tras la aplicacion de la ecuacion:
Abs = (Abssoo — Abs700) pH 1- = (Abss00 — AbS700) pH 4.5 (Ecuacion 1)

Los resultados se expresaron en mg de equivalentes de pelargonidina por mg
de FW.

4.5 Determinacion de Taninos.

La determinacién del contenido de taninos se realizd a partir de la técnica
descrita por la norma 9648 ISO (1988). Se tomaron 0.05g de tejido liofilizado de
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mora y se anadio 1 ml de N-N dimetilformamida (Sigma- Aldrich) llevando la
solucién a agitacion por 60 minutos. Seguidamente se centrifugo a 1000
gravedades durante 10 min. Posteriormente se recuperé el sobrenadante y se
colocaron 2,16 ul de muestra diluida (1:2 v/v) en una placa de 96 pocillos, 143,8
gl de agua, 27 pl de solucién amoniacal y 27 pl de solucion de citrato férrico
dejando reposar la placa por 10 minutos en la obscuridad. Finalmente se
procedid a la medicion a 525 nm usando agua destilada en lugar de la muestra
como blanco. Previamente se realizé una curva de calibrado partiendo de una
solucién madre de acido tanico al 0,1% (2 mg de acido tanico (Sigma-Aldrich)
en 2ml de agua destilada) para realizar estandares de concentraciones de 0.1
mg/ml a 0.02 mg/ml. Los resultados fueron expresados en mg de equivalentes
de acido tanico por g de FW. Este analisis se realizo por triplicado a partir del

liofilizado inicial.

4.6 Extracto rico en B-Caroteno.

El extracto rico en B-Caroteno se realizé siguiendo la técnica descrita por
Hernandez et al. (2011). Se pesaron 5 g de mora liofilizada y se colocé en un
frasco ambar boeco de 250 ml con 100 ml de cloroformo y se dejé reposar
durante 24 horas en la oscuridad. Después de este proceso, la muestra se filtré
mediante papel filtro y se realizd la extraccion de cloroformo en rotavapor, con
la finalidad de evaporar cualquier residuo de cloroformo que esté en la muestra.
Una vez que la muestra se ha secado, se colocaron 3 g de fruto extraido y se
adicionaron 100 ml de hidréxido de potasio metandlico al 5% en un balén de
destilacion de 250 ml. Con estos reactivos, se realizé la saponificacion
utilizando el método de reflujo, a una temperatura de 50 °C durante 4 horas; el

balén se tap6 con papel aluminio durante el procedimiento.

Al terminar el proceso de saponificacidon, se dejaron enfriar los balones durante
30 minutos y se colocaron 100 ml de éter de petroleo (J.T Baker) con el fin de

extraer el betacaroteno. Esta muestra se pasé a un embudo de separacién y se
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colocaron 100 ml de agua destilada, se agité fuertemente y se dejo en reposo.
Se separaron las fases, organica y acuosa, y se paso a un balén de destilacion
la fase organica, la cual es donde se encuentran disueltos los carotenos. Esta
solucion obtenida, se colocd en el rotavapor a 40°C hasta que se evapore todo

el solvente.

A partir del extracto obtenido se tomaron tres muestras para el analisis de

determinacién de [3- caroteno mediante HPLC.

4.6.1 Determinacion de B- caroteno mediante HPLC

La determinacion del contenido de - caroteno se realizé siguiendo la técnica
descrita por Hernandez, Aldana, & Rodriguez, (2011). Se colocaron 20ml de
fase movil, compuesta de metanol-isopropanol en una proporcion 35:65 (v/v),
en el extracto rico en carotenos obtenidos del rotavapor. Esta solucion se filtré

con un filtro jeringa de 0,45 ym y se colocé en viales de HPLC.

Para poder realizar la cuantificacion de los picos obtenidos mediante este
analisis, se realiz6 una curva de calibracion de B -caroteno en el rango de
concentracién de 0,05 — 10,0 mg/L (ppm). Para esta curva de calibracién se
utilizé como estandar el reactivo B-caroteno comercial (Sigma — Aldrich) el cual

tiene 93% de pureza y 0% de humedad.

Los resultados fueron expresados en ug de - caroteno por 100g de FW.

Las condiciones en las que se oper6 el analisis por HPLC fueron:
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e Equipo: HPLC (Agilent Technologies Series 1260)
e Flujo: 1.0 ml/min

e Vol. Inyeccion: 20 pl

e Temperatura: Ambiente

e Longitud de onda: 450 nm

e Tiempo de corrida: 15 minutos

e Fase movil: Isopropanol: Metanol (65:35)

e Columna: Eclipse Plus C18 5 ym 4.6 x 250 mm

e Modo de elucién: Dinamico (Mezcla de dos lineas)

4.7 Determinacion de vitamina C.

La determinacién del contenido de vitamina C se realizé siguiendo la técnica
descrita por The United States Pharmacopeial Convention, (2015).Se pesaron
50 mg de mora liofilizada y se afiadieron 10 ml de diluyente compuesto por
acido metafosforico (Sigma- Aldrich) y acido acético glacial (Merk Millipore) en
una proporcién de 73:84 (p/v), en un balén aforado cubierto con papel aluminio
de 25 ml y se llevo a ultrasonido en bafio de hielo durante 20 minutos, agitando
cada 5 minutos el balén. Después de que la muestra fue sometida a
ultrasonido, se dejo reposar el baléon hasta que llegue a la temperatura
ambiente y se aford con el diluyente de muestra. La solucion obtenida se filtrd

con un filtro jeringa de 0.45 ym y se colocé en viales de HPLC por triplicado.

Para poder realizar la cuantificacion de los picos obtenidos mediante este
analisis, se realizd una curva de calibracion en el rango de concentracion de
0,05 — 10,0 mg/L (ppm). Para esta curva de calibracién se utiliz6 como
estandar el reactivo acido ascorbico (Chem Service), el cual tiene 99,5% de

pureza y 0% de humedad (Benvenuti, Pellati, Melegari, & Bertellil, 2004).
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Los resultados fueron expresados en mg de acido ascoérbico por 100g de FW.

Las condiciones en las que se opero el andlisis por HPLC fueron:

Equipo: HPLC (Agilent Technologies Series 1260)

Flujo: 1.0 ml/min

e Vol. Inyeccion: 20 pl

e Temperatura: Ambiente

e Longitud de onda: 245 nm

e Tiempo de corrida: 20 minutos

e Columna: Eclipse Plus C18 5 um 4.6 x 150 mm
e Fase movil: Sol. KH2PO4 50 mM pH 2.5

e Modo de elucién: Dinamico (Mezcla de dos lineas)

4.8 Determinacidén de la capacidad antioxidante.

4.8.1 Determinacion mediante el método de FRAP.

La determinacién de la capacidad de captacién de radicales libres se determiné
por el método de FRAP (ferric reducing/antioxidant power) siguiendo el
procedimiento previamente descrito por Benzie et al,. (1996). Se colocaron en
una placa de 96 pocillos 180 ul de solucion FRAP, preparada el mismo dia, y
20 ul de muestra diluida (1:5 v/v) /estandar/blanco y seguidamente se midi6 a la
absorbancia a 539 nm en un lector de placa (Biotek/Synergy) .Previamente se
realizd una curva estandar partiendo de una solucion madre de trolox 5 Mm
utilizando 0.313 g de Trolox (Sigma- Aldrich) disueltos en 25 ml de etanol
absoluto para realizar estandares de concentraciones desde 5 mM a 50 uM.
Paralelamente se realizé también una curva estandar de amonioferrosulfato (1
mM) para lo cual se tomaron 0.0196 g de amonioferrosulfato y se diluyeron en

50 ml de agua destilada para realizar estandares de concentraciones desde 1
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mM a 50 uM. Los resultados fueron expresados en mg de trolox por mg de FW

y mg de amonioferrosulfato por mg de FW respectivamente.

4.8.2 Capacidad de captar radicales libres por el método de DPPH.

La determinacion de la capacidad de captacion de radicales libres mediante el
método de DPPH se realizé siguiendo la técnica descrita por Bondet, et al,.
(1997). De manera preliminar se realizé una curva de calibrado de trolox con
concentraciones desde 5 a 500 uM. Para el ensayo se utilizé6 una placa de 96
pocillos en la cual se coloco para realizar el blanco 110 yL de etanol / agua (7:3
v/v), 10 pyL de etanol absoluto y 80 pL del reactivo DPPH 0,2 mM (Alpha
Aesar). Para la lectura de las muestras se colocaron 110 pyL de etanol / agua
(7:3 v/v),10 pL de la muestra en dilucion (1:10 v/v) y 80 yL de DPPH 0,2 mM.
Todo lo anterior fue realizado por triplicado. Posteriormente se dejé incubar la
placa por 15 min para medir su absorbancia a 517 nm. Para la obtencion de

resultados se utilizo la siguiente ecuacion:

Abs muestra — Blanco 2
DPPH scavenging activity (%) = (1 — ) =100
Blanco 1

(Ecuacion 2)

De esta manera los resultados obtenidos fueron expresados en pmol de trolox

por g FW.

4.9 Andlisis estadistico de resultados.

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizd el software STATISTICA
(Statsoft Inc., Tulsa, OK, EE. UU.). Los datos entre los diferentes grupos se

analizaron utilizando ANOVA de una via y la prueban de Turkey; donde el valor
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P <0.05 fue considerado como significativo. Los resultados de los analisis se

expresaron como media * desviacion estandar (M £ DS).

5. CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION.
5.1Caracterizaciéon quimica de moras andinas (Rubus glaucus Benth).

Los resultados obtenidos de los analisis de la caracterizacion quimica se

muestran en la tabla 7.

Tabla 7.

Resultados del andlisis quimico en moras andinas (Rubus glaucus Benth).

Zona de colecta

Parametro Ambato Cayambe Machachi

Fenoles totales (mg GAE /g 2.30+0.102 2.68+0.092 2.99+0.092
FW)

Flavonoides (mg Cat/g FW) 1.20+0.132 1.21+0.202 1.35+0.0142

Antocianos (mg PgEq /g FW)  0.45+0.012 0.51+0.012 0.52+0.012

B caroteno (ug/100g) 81.1611.242 101.64+0.35° 47.55+0.07¢

Vit C (mg/100g) 105.96+1.02  92.53+1.95°  80.31+0.24°

Taninos (mg ac tanico/g FW)  0.98+0.122 0.98+0.112 0.90+0.06°

Nota: Los datos represetan la media * la desviacion estandar (N=3)

El contenido de fenoles totales estuvo dentro del rango de 2.30 a 2.99 mg
GAE/g FW sin existir deferencias significativas entre los resultados de las tres

localidades (Tabla. 6), estos valores coinciden con el rango reportado en moras
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tanto comerciales como nativas de Arkansas (Estados Unidos) cuyo rango de
fenoles totales fue de 1.14 a 10.56 mg GAE/g FW (Kaume et al., 2012) y con
los reportes en fresas que muestran concentraciones de 2.52 mg GAE/g FW
(Gasparrini et al., 2017), no obstante, los resultados obtenidos en el presente
estudio son menores al ser comparados con los frutos rojos procedentes de
Alaska cuyos valores corresponden de 10.40 a 20.62 mg GAE/g FW en
frambuesas y de 6.24 mg GAE/g FW en arandanos (Grace, Esposito, Dunlap, &
Lila, 2013; Sariburun, Sahin, Demir, Turkben, & Uylaser, 2010, pp. 1- 11). En el
caso de los flavonoides los resultados obtenidos tampoco tuvieron diferencia
significativa entre las localidades (Tabla 6), obteniendo valores de 1.20 mg
Cat/g FW a 1.35 mg Cat/g FW, los valores obtenidos son similares a los
reportados en frutos rojos estudiados en Bursa (Turquia) en los cuales se
encontraron moras con concentraciones de 0.51 a 0.82 mg Cat/g FW y
frambuesas con concentraciones de 3.82 a 4.11 mg Cat/g FW (Sariburun et
al., 2010, pp. 328-335) a su vez son similares con el valor reportado en fresas

correspondiente a 0.66 mg Cat/g FW (Gasparrini et al., 2017, pp. 1-10) .

En el caso de la cuantificacién de antocianos se revelo un rango de 0.45 a 0.52
mg PgEqg/g FW, sin diferencias significativas (Tabla 6), estos resultados son
mayores a los reportados en fresas provenientes de Ancona (Italia) que poseen
una concentracion de antocianos de 0.253 mg PgEq/g FW (Giampieri, Alvarez-
Suarez, & Battino, 2014, pp. 3867- 3876). El B-caroteno como uno de los
pigmentos presentes en frutos rojos fue encontrado en un rango de 47.55 a
101.64 ug/100g, los valores obtenidos tuvieron diferencias significativas entre
las concentraciones de cada sector (Tabla. 6), siendo la mora con mayor
concentraciéon de B carotenos la proveniente de Cayambe y la de menor
contenido la proveniente de Machachi. Los resultados evidenciados fueron
mayores que en los reportados en fresas de Ancona (ltalia) con una
concentracién de 2.5+ 0.05 ug/100g FW (Giampieri, Alvarez-Suarez, Mazzoni,
et al., 2014, pp. 1939- 1948).
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Otra de las sustancias cuantificadas en las moras estudiadas fue la vitamina C
de la cual se obtuvieron concentraciones en un rango de 80.31 a 105.96
mg/100g FW teniendo diferencias significativas entre las concentraciones de
las moras de cada sector (Tabla 6 ), siendo la mora con mayor concentracion
de vitamina C la procedente de Ambato y la de menor concentracion la de
Machachi, los valores obtenidos en este analisis son mayores a los reportados
en otras moras andinas en las cuales se establece una concentracion de 21
mg/100g de FW (Carrillo-Perdomo et al., 2015, pp. 49-69) y en fresas de
Ancona (ltalia) cuyo valor corresponde a 58.80 mg/100g de FW (Giampieri,
Alvarez-Suarez, & Battino, 2014, pp. 3867- 3876); en el caso de las moras es
importante destacar que existen factores que influyen en la concentracién de
vitamina C en el fruto, tales como su maduracién, reportandose valores de
124,38 a 138,15 mg/100g FW cuando estan verdes, de 182,60 a 239,9
mg/100g FW cuando estan rojas y en su etapa de sobre maduracion valores de
57,89 a 96,05 mg/100g FW (Garcia, Bravo, Garcia, Ruiz, & Budovalchew,
2015, pp. 329-334). En el caso de taninos no se encontraron diferencias
significativas en el contenido de las diferentes regiones (Tabla. 6) estando los
valores obtenidos en el rango de 0.90 mg ac tanico/g FW a 0.98 mg ac tanico/g
FW, por otro lado los datos obtenidos no pudieron ser comparados con los
reportados en bibliografia ya que no se tuvo acceso a reportes expresados en
los mismos estandares que se ocuparon en este analisis, no obstante
previamente han reportado taninos tales como elagitaninos con valores de 0,39
mg GAE/g FW en fresas de Ancona (ltalia) (Giampieri, Alvarez-Suarez,
Mazzoni, et al., 2014, pp. 1939- 1948)y en moras de Arkansas ( Estados
Unidos) un rango de 20 mg GAE/100g FW a 30 mg GAE/100g FW de acidos
elagicos (Kaume et al., 2012, pp. 5716-5727).

5.2 Identificacion de los compuestos fendlicos de moras andinas (Rubus
glaucus Benth).

Los resultados obtenidos de la identificacion de los compuestos fendlicos de las

moras andinas se muestran en la tabla 8.
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La identificacibn de compuestos fendlicos en mora (Tabla 8) muestra la
existencia de dos tipos de cianidinas como antocianinas predominantes en las
moras estudiadas (Figura 12), estos compuestos estan dentro de las
antocianinas identificadas y reportadas en investigaciones previas en
frambuesas y moras de Bursa ( Turquia) en las que también se han encontrd
presencia de pelargonidinas y malvidinas (Sariburun et al., 2010, pp. 328-335)
sin embargo, en el caso de los reportes que involucran a las fresas de Ancona
(Italia) se han identificado mayor cantidad de pelargonidinas que de cianidinas

(Giampieri, Alvarez-Suarez, Mazzoni, et al., 2014, pp. 5716-5727).

Tabla 8.

Identificacion tentativa de compuestos fendlicos de moras andinas (Rubus

glaucus Benth).

Ndamero Tr? DAD?® MS ¢ MS/MS ¢ Identificacion

de pico (min) (nm) (m/z) (m/z) tentativa

595,449, Cianidina-pentosa-

An1 21.2 280, 518 727
217 rutinosa
An2 22.3 280, 518 595 449, 287  Cianidina-rutinosa
1 6.1 282 171 - Deriv. acido galico
Der. acido
2 8,1 276 247 139
hidroxibenzoico
288,
3 8.9 147 103
308sh
226,
4 12.4
270sh

5 13.5 276 307 289, 185 Epigalocatequina



25.7 -

28.1 254, 360

294 254, 364

30.5 254, 354

785

435

611

611
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Bis HHDP-glucose

303
(elagitanino)
Acido elagico-
303
pentosa
Quercetin
465, 303
rutinosido
Metilquercetin
479,303

hexosa-pentosa

Nota:

2 Tiempo de retencion expresado en minutos.

b Absorbancia cuantificado en nanometros.

¢ Espectro de masas 1 expresado en unidades de masa/carga

dEspectro de masas 2 expresado en unidades de masa/carga.

mAU] DAD1 A, Sig=520
Mora
500- An1 An2
400-
3_00.
200
1004 ’b_/j 0
0 10 15 20 25 30 35 40 45 min

Figura 12. Longitud de onda de 520 para Antocianos.
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De igual manera se identificaron los flavonoides tentativos existentes en las
muestras estudiadas, demostrando la presencia de quercetina y acido elagico
(Figura 13), este resultado se contrasta con los reportes previos realizados en
fresas donde encontraron quercetinas, acidos elagicos y kaemferol (Giampieri,
Alvarez-Suarez, Mazzoni, et al., 2014, pp. 5716-5727).

AU T DAD1 B, Sig=360
3
9 Mora
250
200
150
100+ 7
An1 An2
S—
o) 5 10 15 20 25 30 35 40 a5 min

Figura 13. Longitud de onda de 360 para Flavonoides

Finalmente se identificaron los acidos fendlicos ( Figura 14) entre los cuales se
encuentran los derivados de los acidos galicos e hidroxibenzdicos asi como
también otros compuestos reportados en moras nativas estudiadas en Polonia
en las cuales se evidenciaron otros tipos de acidos fendlicos como el acido

clorogénico, acido cumarico, entre otros (Oszmianski et al., 2015, pp. 14540-
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14553),
e DAD1 C, Sig=280
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Figura 14. Longitud de onda de 280 para Acidos Fendlicos

5.3 Capacidad antioxidante de moras andinas (Rubus glaucus Benth).

Los resultados muestran la capacidad antioxidante de las moras estudiadas
mediante la evaluacién realizada por dos mecanismos de accién: FRAP para
determinar la capacidad reductora y DPPH para determinar la capacidad de
captar radicales libres.

En la figura 15 se muestra el analisis mediante el método FRAP utilizando un
estandar de trolox, los resultados demuestran que no existen diferencias
significativas entre las moras de cada sector estudiado, cuyos valores
obtenidos se encontraron en un rango de 98.23 pmol Trolox/g FW a 109.45
pmol Trolox/g FW, no obstante, la capacidad reductora de las moras
estudiadas es superior a las reportadas en fresas de Ancona (ltalia) donde se
muestra una concentracion de 8.71 + 0.12 pmol Trolox/g FW (Romandini et al.,
2013, pp. 169-179),asi como también superan a moras andinas (Rubus glaucus
Benth) de origen colombiano que reportan concentraciones de 45 pmol Trolox/g
FW (A. Garzon, Riedl, & Schwartz, 2009, pp. 227-232).
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Figura 15. Cuantificaciéon de la capacidad antioxidante mediante el método de

FRAP con estandar de trolox.

En el Ecuador se ha reportado la capacidad antioxidante mediante el método
de FRAP en capuli estudio del cual se obtuvo como resultado un valor de 12.65
pmol Trolox/g DW (Alvarez-Suarez et al., 2017, pp. 46-52). También se utilizd
el método FRAP con estandar de amonio ferro sulfato (Figura 16) con el cual
los resultados fueron similares a los obtenidos con el estandar de trolox, es
decir, sin diferencias significativas al encontrarse los datos en un rango de
175.31 ymol AFS Eq/g FW a 196.35 AFS Eq /g FW. Los valores obtenidos en
el estudio son cercanos a los valores reportados en arandanos de Alaska
donde se registra 122,2 + 4,6 ymol AFS Eq/gFW (Grace et al., 2013, pp. 1-11),
ademas superan significativamente los valores reportados de moras andinas de
origen colombiano las que se encuentran en un rango de 52 a 82 pmol AFS
Eq/g FW(A. Garzén et al., 2009, pp. 227-232; Koca & Karadeniz, 2009, pp. 447-
450).
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Figura 16. Cuantificacién de la capacidad antioxidante mediante el método de

FRAP con estandar de amonioferrosulfato.

Finalmente, se evalu6 la capacidad antioxidante mediante el mecanismo de
accion de DPPH utilizando un estandar de trolox (Figura 17) para determinar la
capacidad de captar radicales libres, los resultados estuvieron en un rango de
160.55 pmol de trolox/g FW a 147.98 pmol de trolox/g FW. Los valores
obtenidos fueron significativamente superiores a los reportados en arandanos
en los cuales se identificé un rango de 51.4 a 69.3 pmol de trolox/g FW (Grace
et al.,, 2013, pp. 1-11) e incluso mayores a los reportados en fresas con un valor
de 7.71 pmol de trolox/g FW (Gasparrini et al., 2017, pp. 1-10) y en bayas
nativas del oeste de América del norte del genero Mahonia en la que se
reportan valores de 35.26 pmol de trolox/g FW (Coklar & Akbulut, 2017, pp.
166-174)
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Figura 17. Cuantificacion de la capacidad antioxidante mediante el método de

DPPH con estandar de trolox.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.
6.1. Conclusiones.

Las muestras de cada sector muestran similitud en la concentracion de

composicion quimica de fenoles, flavonoides, antocianos y taninos.

Las moras andinas estudiadas poseen una elevada concentracion de vitamina
C por lo cual estaria dentro de los frutos potenciales para mantener un elevado
sistema inmunolégico a través de su ingesta. Siendo las moras de Ambato las

que revelan mayor concentracion.

En los estudios de determinacion de [(3- carotenos mostraron que la mora de
Cayambe posee mayor contenido de este compuesto respecto a las otras dos

estudiadas.

6.2. Recomendaciones.

Realizar pruebas in vitro en lineas celulares epidermicas para identificar la

capacidad protectora de este fruto ante el dafio causado por estrés oxidativo.

Investigar las enzimas involucradas en reacciones relacionadas con el estrés
oxidativo e identificar los genes que influyen o se ven afectados directamente

con la degeneracion de células por estrés oxidativo.

La identificaciéon de los compuestos polifendlicos presentes en las moras
andinas estudiadas asientan bases para indagar individualmente cada
sustancia y fruto como tratamiento preclinico de enfermedades inflamatorias o

causadas por estrés oxidativo.
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