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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacidn se realiz6 el estudio fitoquimico de los
frutos rojos de las especies vegetales Prunus domestica L., Ficus carica L. y
Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe”, conocidas como ciruela, higo y uva “Red
Globe”, respectivamente. Los frutos se recolectaron en el departamento de
Lima e Ica entre los meses de noviembre 2010 a marzo 2011. Se inici6 el
estudio con la seleccién y recoleccion de los frutos rojos de las tres especies.
Luego de lavadas las muestras, se les determin6é el indice de color (IC),
encontrandose que la uva presentaba un IC de 177,22, la ciruela de 164,52 y el
higo de 53,04. La extraccién de las antocianinas se hizo empleando como
solvente el metanol. Con el extracto metandlico se realizaron ensayos
cromatograficos utilizando papel Whatman N® 3 y como fase mévil el BAW
donde se encontrd presencia de antocianinas. Las antocianinas se aislaron
recortando las bandas coloreadas y eluyéndolas en 0,01% HCI en metanol,
para luego ser leidas en el espectrofotometro. Segun la literatura, los
resultados observados no son concluyentes, por lo que se los contrasté con
HPLC. Los resultados iniciales arrojan presencia de cianidina en el higo,
cianidina y peonidina en la ciruela; y cianidina, malvidina y peonidina en la uva.
La cromatografia por HPLC advierte que en la muestra de higo de encuentran
la cianidina 3-glucosido y cianidina 3-ramnoglucoésido; en la muestra de ciruela
la cianidina 3-xylésido, cianidina 3-glucdsido, cianidina 3-rutindsido, peonidina
3-glucésido y peonidina 3-rutindsido; mientras que en la uva se encontrd la
delfinidina 3-glucésido, cianidina 3-glucésido, petunidina 3-glucésido, peonidina
3-glucésido y malvidina 3-glucésido. La cuantificacion de las antocianinas
monoméricas totales de los tres frutos mostr6 que hay mayor cantidad de
antocianinas monomeéricas (expresado en mg de cianidina 3-glucésido /100g)
en la ciruela 39,92, seguido del higo 30,09 y la uva red globe 21,28. Asimismo,
se determiné la actividad biolégica de las antocianinas mediante la capacidad
antioxidante de los frutos, encontrandose que la uva presenta una IC50 (ug/mL)
de 3,87, el higo una IC50 (ug/mL) de 8,50 y la ciruela una IC50 (ug/mL) de
13,25.

Palabras clave: Prunus domestica L., Ficus carica L., Vitis vinifera L,

antocianina, actividad antioxidante, indice de color, HPLC.



ABSTRACT

In this research work, the red fruits phytochemical study of the vegetal species
Prunus domestica L., Ficus carica L. and Vitis vinifera L. c.v. “Red
Globe”, commonly known as prune, fig and “Red Globe” grape, respectively
was made. These fruits were harvested in Lima and Ica departments since
November 2010 to March 2011. The study starts with the tree red fruits species
selection and harvest. After washing the fruits, the color index (Cl) was set,
found that grape had an 177,22 Cl, prune 164,52 Cl and fig 53,04 CIl. The
anthocyanins extraction was made using methanol as solvent. With the
methanolic extract, chromatographic essays was made using Whatman N° 3
paper and BAW as mobile phase where anthocyanins presence was found. The
anthocyanins were isolated cutting the colored bands eluting from these bands
in 0,01% HCI in methanol, to be read in the spectrophotometer. According the
literature, the observed results are not conclusive, therefore it was HPLC
contrasted. The initial results show cyanidin presence in fig, cyanidin and
peonidin in prune; and cyanidin, malvidin and peonidin in grape. The HPLC
chromatography show that in the fig sample was found cyanidin 3-glucoside
and cyanidin 3-rhamnoglucoside; in the prune sample the cyanidin 3-xylose,
cyanidin 3-glucoside, cyanidin 3-rutinoside, peonidin 3-glucoside and peonidin
3-rutinoside; as in the grape was found the delphinidin 3-glucoside, cyanidin 3-
glucoside, petunidin 3-glucoside, peonidin 3-glucoside and malvidin 3-
glucoside. The total monomeric anthocyanins quantification of the three fruits
show that there are a bigger monomeric anthocyanins amount (enunciate in mg
of cyanidin 3-glucoside/100g) in prune 39,92, followed by fig 30,09 and at last
the red globe grape 21,28. Finally, it was determined the anthocyanin biological
activity by means of fruits antioxidant capacity, found that the grape show a
CI50 (pg/mL) of 3,87, the fig a CI50 (ug/mL) of 8,50 and the prune a CI 50
(ug/mL) of 13,25.

Keywords: Prunus domestica L., Ficus carica L., Vitis vinifera L,
anthocyanin, antioxidant activity, color index, HPLC.






. INTRODUCCION

Los avances de la Quimica Orgéanica y la Biologia sumados al auge de los
métodos espectroscdpicos y espectrométricos han servido como herramientas
para el desarrollo de la Investigacion Cientifica Multidisciplinaria; sobre todo

para el estudio de los principios activos de las plantas y su accién terapéutica.

Los metabolitos secundarios de las plantas constituyen un gran potencial de
utilidad para el hombre, la disciplina que la estudia es la Fitoquimica, que

permite conocer los principios activos.

El area de la interaccion alimentos-salud conocida como la de los “alimentos
funcionales” acepta el papel de los componentes alimenticios, como elementos
importantes para el mantenimiento de la vida y la salud; y como compuestos
no nutricionales que contribuyen a prevenir o retardar las enfermedades

cronicas de la edad madura.

El concepto tradicional de que para el mantenimiento de una salud éptima la
dieta diaria debe proveer cantidades adecuadas de nutrientes esenciales ha
cambiado en los ultimos afios, por la evidencia cada vez mas fuerte de que
como una mezcla compleja de sustancias quimicas, los alimentos contienen
también sustancias fisiologicamente activas que cumplen, al igual que los
nutrientes esenciales, una funcién de beneficio contribuyendo a reducir la
incidencia de ciertas enfermedades crdnicas y por tanto son necesarias para
una vida saludable. Excepto por los nutrientes reconocidos, la mayoria de tales
sustancias alimenticias permanecen sin ser completamente caracterizadas por

sus funciones fisioldgicas.

Los compuestos fendlicos aparecen como parte de esta amplia gama de
alimentos funcionales, y en los ultimos afos se ha determinado su fuerte
relacion con la disminucién de enfermedades cronicas, debido a su elevada

actividad antioxidante.

La contribucidn de los compuestos fendlicos a la pigmentacién de los
alimentos vegetales esta claramente reconocida a través de las antocianinas,
responsables de los colores rojo, azul, violeta, naranja y purpura de la mayoria

de los vegetales, entre ellas las frutas.



La presente investigacion se ha realizado en las especies vegetales Prunus
domestica L., Ficus carica L. y Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe”, conocidas
comunmente como ciruela, higo y uva Red Globe, respectivamente, las cuales
poseen una gran cantidad de metabolitos primarios y secundarios, entre ellos
las antocianinas. Los metabolitos le permiten a la planta crecer, multiplicarse,

defenderse y sobrevivir, evidenciandose su actividad antioxidante



Il. MARCO TEORICO

2.1. Prunus domestica L.
Taxonomia

Clasificacion sistematica

La clasificacién sistematica de la planta se realiz6 en el Herbario de la

Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Agraria La Molina (MOL),

segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist y The Angiosperm Phylogeny

Group (APG IlI). Como sigue:

Sistem tica del “ciruelo” de acuerdo a Cronquist (1981)

Reino
Division
Clase
Subclase
Orden
Familia
Subfamilia
Género
Especie

: Plantae

: Magnoliophyta
: Magnoliopsida
: Rosidae

: Rosales

: Rosaceae

: Prunoideae

: Prunus

: Prunus domestica L.

Nombre vulgar: Ciruela

Sistem tica del “ciruelo” de acuerdo a APG IIl (2009)

Reino
Clado
Clado
Clado
Orden
Familia
Subfamilia
Género
Especie

- Prunus domestica L.

: Plantae

: Angiospermas

: Eudicotiledéneas
: Résidas

: Rosales

: Rosaceae

: Prunoideae

: Prunus

Anexo 1)



Descripcion botanica

Prunus domestica L. es un arbol caducifolio e inerme de hasta 10m. Las hojas
van en disposicion alterna o formando haces en los brotes cortos, son simples,
de forma eliptica, con peciolo corto y margen festoneado. Las flores van
provistas de largos cabillos, solitarias o en ramilletes. Son de color blanco o
blanco verdoso y tienen cinco pétalos ovalados, libres de 7 a 15mm;
estambres numerosos, insertos en varias filas junto a los pétalos. El pistilo
produce al madurar una drupa globosa o alargada de color que puede variar

entre purpura oscuro, rojo, verde o amarillento .

Propiedades biolégicas

El fruto de Prunus domestica L. es conocido por sus propiedades laxantes,
siendo usado también como excipiente de otros medicamentos .

La bibliografia indica que dos cucharadas de jugo de ciruelas frescas alivian

irritaciones bucales, ulceras en labios y aftas ©.

2.2. Ficus carica L.

Taxonomia

Clasificacion sistematica

La clasificacién sistematica de la planta se realiz6 en el Herbario de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Agraria La Molina (MOL),
segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist y The Angiosperm Phylogeny
Group (APG IllI). Como sigue:

Sistem tica de la “higuera” de acuerdo a Cronquist (1981)

Reino : Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Subclase : Humamelidae
Orden : Urticales
Familia : Moraceae
Género : Ficus
Especie : Ficus carica L.
Nombre vulgar: Higo



Sistem tica de la “higuera” de acuerdo a APG Il (2009)

Reino : Plantae
Division : Angiospermas
Clase : Eudicotiledéneas

Subclase : Rosidas

Orden : Rosales

Familia : Moraceae
Género : Ficus
Especie : Ficus carica L.

Descripcion botanica

Es una planta perenne, arbustiva, de 0,50 a 1 m de altura con aguijones
anaranjados, rojizos en el apice y de 1 a 2 cm de largo distribuidos sobre los
tallos y en las nervaduras de las hojas. Su raiz es gruesa, el tallo erecto,
ramificado, anguloso, pubescente, con hojas alternas, pinnatifidas o
pinnatisectas. Presenta una inflorescencia cimosa, terminal, con flores blancas,
azules o liliaceas. El fruto es una baya anaranjada o rojiza de 10 — 12 mm de
diametro. Es una especie originaria de América del Sur .

Propiedades biolégicas

Es jugo del higo es bactericida y favorece la digestién. Durante siglos los higos
han sido recomendados para curar el cancer, estrefimiento, hemorroides,
gangrena, afecciones hepaticas, erupciones y para recobrar la energia y
vitalidad ©.

2.3 Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe”.

Taxonomia

Clasificacion sistematica

La clasificacién sistematica de la planta se realiz6 en el Herbario de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Agraria La Molina (MOL),
segun el sistema de clasificacion de Cronquist y The Angiosperm Phylogeny
Group (APG Ill). Como sigue:



Sistem tica de la “vid”, Vitis vinifera L. de acuerdo a Cronquist (1981)

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida
Subclase : Rosidae

Orden : Rhamnales.
Familia : Vitaceae
Género : Vitis
Especie : Vitis vinifera L.
Cultivar : Vitis vinifera L. cv. ‘Red Globe”
Nombre vulgar: Uva “Red Globe”

Sistem tica de la “vid” de acuerdo a la APG III (2009)

Reino : Plantae
Clado : Angiospermas
Clado : Eudicotiledéneas
Clado : Rosidas

Familia : Vitaceae

Género . Vitis
Especie : Vitis vinifera L.
Cultivar : Vitis vinifera L. cv. ‘Red Globe*

Descripcion botanica

Arbusto trepador de ramas cilindricas, volubles, con zarcillos opuestos a las
hojas. Hojas lobuladas sinuosas, discretamente dentadas de color verde
intenso o verde palido. Flores pequefias con un céliz de cinco segmentos y
cinco pétalos separados por la base y unidos por el extremo. Frutos
denominados uvas casi esféricos y agrupados en racimos. Dichos frutos son

bayas de color rojo con dos celdas y dos a cuatro semillas ©.



Propiedades bioldgicas

Se le atribuye propiedades desintoxicante, antiséptica y cicatrizante. Se
recomienda contra la anemia, estados febriles, nefritis, artritis, reumatismo y
gota. El mosto de uva sin fermentar es laxante. La uva es estimulante, digestiva

y diurética ).

2.4 Las frutasy el color

Las frutas son definidas por el Codigo Alimentario Espafnol (CAE) como fruto,
semilla, inflorescencia o partes carnosas de organos florales que hayan
alcanzado un grado adecuado de madurez y sean aptas para el consumo

humano ©.

Desde el punto de vista nutricional las frutas carnosas aportan principalmente
agua, minerales, vitaminas y fibra ¥ '%; estan formadas en un 80 a 90% de
agua, y el contenido en proteinas y lipidos en general es bajo. Salvo algunas
excepciones, el aporte energético de las frutas no sobrepasan las 70
Kcal/100g, por lo que su consumo es util en dietas de control de peso. Dentro
de los micronutrientes, los hidratos de carbono son los componentes mas
abundantes, en particular, azucares, almidones, celulosa, hemicelulosa vy
sustancias pépticas. La proporciéon de azucares y demas hidratos de carbono
es diferente entre una fruta y otra, e incluso dentro de la misma especie, segun
la variedad y el cultivo. Ademas, varia con el grado de maduracién ya que el
almiddén desaparece a medida que la fruta madura, a la vez que se acumula el
azucar.

Asimismo este grupo de alimentos es rico en fibra, especialmente de tipo
soluble, lo que se asocia con el efecto de saciedad, regulacion de la motilidad
gastrointestinal, reduccién del colesterol, modificacién en la absorcién de
grasas y disminucion en la incidencia de cancer de colon.

En las frutas es importante considerar el proceso de maduracién, que es un
fendmeno bioquimico que condiciona cambios metabodlicos, modificaciones de

aspecto y atributos de calidad "



El proceso de maduracion va acompafado de cambios metabdlicos, que a su
vez implican cambios de duro a blando, de amargo a dulce y de verde a otros
colores de diversas tonalidades. El cambio de color de frutos durante la
maduraciéon es muy tipico y suele deberse a la degradacion de la clorofila,
haciendo visibles otros pigmentos que se encontraban encubiertos 2.

La mayoria de las frutas y vegetales deben su color a sus correspondientes
pigmentos, que son sustancias con una funcion biolégica muy importante en el
tejido. Existe una gran cantidad de pigmentos relacionados con las frutas y
vegetales, entre ellos las clorofilas, los carotenoides, las antocianinas, los
flavonoides, los taninos, las betalainas y otros .

indice de color

El color puede ser evaluado mediante la determinacion del indice de color IC*
obtenido por la expresidén (1) donde I*, a*, y b* son los parametros del sistema
color CIELAB.

El pardmetro I* proporciona un valor de la luminancia, claridad o brillo de la
muestra en una escala de 0 a 100. Los pardmetros a* y b* se extienden de -
100 a +100, a* es negativo para el verde y positivo para el rojo. El parametro b*

es negativo para el azul y positivo para el amarillo '

IC* = 1000 x a* (1)

I* x b*

2.5 Compuestos fendlicos

Quimicamente los compuestos fendlicos son sustancias que poseen un anillo
aromatico, con uno o mas grupos hidroxilo incluyendo derivados funcionales
(ésteres, metil esteres, glicésidos, etc). La naturaleza de los polifenoles varia
desde moléculas simples como los acidos fendlicos hasta compuestos

altamente polimerizados, como los taninos. Se presentan en las plantas en



forma conjugada con uno o mas residuos de azucar unidos a los grupos
hidroxilos, aunque en algunos casos se pueden producir uniones directas entre
una molécula de azdcar y un carbono aroméatico. Por ello, la forma mas comun
de encontrarlos en la naturaleza es la forma de glicosidos, siendo solubles en
agua y en solventes organicos. Los azucares asociados a los polifenoles
pueden ser monosacaridos, disacaridos o incluso oligosacéaridos. Los
compuestos a los que se encuentran unidos con mas frecuencia son: D-
glucosa, D-galactosa, D-arabinosa, L-ramnosa, D-xilosa y acidos D-glucorénico
y D-galacturonico. También pueden encontrarse unidos a acidos carboxilicos,
acidos organicos, aminas, lipidos, y a otros compuestos fendlicos.

Segun Harborne (1989) citado por Martinez-Valverde '

, los compuestos
fendlicos se pueden agrupar en diferentes clases dependiendo de su estructura
quimica basica, describiéendose a continuacion aquellas con mayor interés

nutricional 87

a) Fenoles, acidos fendlicos y fenil acéticos
Dentro de este grupo se encuentran el fenol, cresol, timol y resorcinol
distribuidos en todas las especies vegetales. Igualmente los acidos
fendlicos tales como el galico, vainillico, p-hidroxibenzoico, y los aldehidos
como la vainillina, también son abundantes en plantas superiores vy

helechos '?.

b) Acidos cinamicos, cumarinas, isocumarinas y cromonoles
Los acidos cinamicos (caféico, ferulico, p-cumarico y sinaptico) se
encuentran raramente libres, ya que por regla general se hayan presentes

en forma de derivados.

Las cumarinas e isocumarinas se encuentran generalmente en forma de
glicésido, mientras que los cromonoles son menos conocidos, y se forman
a partir de las antocianidinas ante incrementos del pH del medio 9.

c) Lignanos y neolignanos
Son metabolitos de bajo peso molecular formados por el acoplamiento
oxidativo de unidades de p-hidroxifenilpropano, las cuales se unen
mediante puentes de hidrogeno. Son monémeros y dimeros del &cido
hidroxicinamico y también del alcohol cinamico, propeniloenceno y



alilbenceno. El término lignano se aplica cuando el compuesto esta
formado a partir de aniones entre el acido y/o el alcohol, mientras que
cuando se unen las moléculas de propeniloenceno y/o alilbenceno la

molécula resultante se denomina neolignano .

d) Flavonoides

Constituyen el grupo mas importante dentro de esta clasificacion
dividiéndose en varias subclases con mas de 5,000 compuestos, siendo
los polifenoles mas distribuidos en las plantas. Son sustancias
polifendlicas de bajo peso molecular que comparten el esqueleto comun
de difenilpiranos; dos anillos bencenos unidos a través de un anillo pirona
o piran heterociclico. Esta estructura basica presenta o permite una
multitud de sustituciones y variaciones en el anillo pirona dando lugar a
flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanololes, isoflavonoides, catequinas,
chalconas, dihidrochalconas, antocianidinas, leucoantocianidinas,
proantocianidinas o taninos condensados. En la figura N° 1 se muestra el
nucleo principal flavonoide, y la figura N° 2 se muestra la estructura
principal de los principales flavonoides presentes en la naturaleza ©".

e) Taninos:
Son compuestos fendlicos hidrosolubles con un peso molecular
comprendido entre 500D y 3000D. Estos compuestos contienen un gran
namero de grupos hidroxilo, entre otros grupos funcionales (1 a 2 por
100D), siendo por tanto capaces de unirse a proteinas y a otras

moléculas.

10



Figura N° 1: Nucleo principal de la estructura de los flavonoides

Fuente: Duran Dy Col, 2008 %,
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Figura N°2: Principales estructuras basicas de los flavonoides #?.

Fuente: Duran D. y Col, 2008 %

2.6 Antocianinas

2.6.1 Generalidades

La palabra antocianina deriva del griego anthos (flor) y kyanos (azul oscuro).
Las antocianinas son las responsables de los colores rojos, azulados o violetas
de la mayoria de los frutos o flores, es el pigmento mas importante, después de
la clorofila, que es visible al ojo humano.
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Las antocianidinas son derivados del catién 2-fenilbenzopirilio, y debido a la
poca solubilidad de estas en el agua, no se encuentran de manera libre en la
naturaleza sino en su forma glicosilada, siendo una de las mas abundantes la

cianidina 3-glucésido

" = an
HON %\ __-OH
* : 3"‘" :,:: L
z " OH

o

Cianidina 3-glucasido, R=H
Cianidinag 3,5-diglucdsido, R=glucosa

Figura N° 3: Estructura mas comun de la antocianidina glucosilada .

Fuente: Malacrida C y Col, 2005 3.

2.6.2 Estructura quimica

Las antocianinas son glicésidos de antocianidinas, pertenecientes a la familia
de los flavonoides, estan compuestos por dos anillos aromaticos A y B, y un

anillo heterociclico que se caracteriza por la presencia de un ién oxonio ?% 9.

Variaciones estructurales del anillo B resultan en seis antocianidinas conocidas:

R, Aglicona R; R;
3 S Petunidina OH OCH;
P
_ " [ 5 Malvidina OCH:; |OCH;
HO o oD LA .
o e e Pelargomdina |H H
LGP l h.«_l_l ' Delfinidina OH OH
SN .
P Ciamdina OH H
Peonidina OCH; H

Figura N°4: Estructura y sustituyentes de las antocianidinas °,
Fuente: Rockenbach I. y Col, 2008 2.
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El color de las antocianinas depende del nimero y orientacién de los grupos
hidroxilo y metoxilo de la molécula. Un incremento en la hidroxilacion produce

desplazamientos hacia tonalidades azules mientras que un incremento en las

metoxilaciones produce coloraciones rojas @7 8 9,

Tabla N2 1: Color y distribucién de las principales antocianidinas en algunas

frutas y vegetales comunes ©%.

Compuesto Color Frutos y vegetales
Delfinidina Rojo azulado Uva concordia, mirtillo,
bilberry, grosella negra.
Cianidina Rojo naranja Fresa, mora, ruibarbo,

grosella negra, cereza,
col roja, bilberry,
arandino, sauco, uva
concordia, maiz, ciruela,

frambuesa, cebolla roja.

Pelargonidina

Naranja

Fresa, maiz.

Malvidina

Rojo azulado

Uva, mirtillo, bilberry.

Peonidina

Rojo

Cereza, arandino
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Tabla N°2: Contenido de antocianinas totales en frutas y vegetales comunes.

Fruto Contenido de antocianinas totales
mg/100g
Manzana 83-326
Bilberry 300-320
Mora 83-326
Grosella negra 130-400
Mirtillo 25-495
Col roja 25
Cereza 4-450
Arandano 60-200
Sauco 450
Uvas 6-600
Kivi 100

14




Cabollas rojas 7-21
Ciruelas 2-25
Rabanos rojos 11-60
Frambuesa negra 300-400
Frambuesa roja 20-60
Fresas 15-35

Fuente: Burin B. y Col, 2010 ©,

En la naturaleza, las antocianinas siempre presentan sustituciones glicosidicas
en las posiciones 3 y/o 5 con mono, di o trisacaridos que incrementan su
solubilidad. Dentro de los sacéridos glicosilantes se encuentran la D-glucosa,
D-galactosa, D-xilosa, L-ramnosa, D-arabinosa, rutinosa, soforosa, sambubiosa
y gentobiosa. Otra posible variacién en la estructura es la acilacion de los
residuos de azucares de la molécula con acidos organicos. Los acidos
organicos pueden ser alifaticos, tales como: malbnico, acético, malico,
succinico u oxalico; o aromaticos: p-coumarico, caféico, ferulico, sinaptico,
galico, o p-hidroxibenzdico. Se ha demostrado que el tipo de sustitucion
glicosidica y de acilacién producen efectos en el tono de las antocianinas; es
asi como sustituciones glicosidicas en la posicién 5 al igual que acilaciones

aromaticas, producen un desplazamiento hacia las tonalidades purpura. 2
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2.6.3 Biosintesis

Las antocianinas se sintetizan a partir de la condensacién de dos moléculas
precursoras (Figura N° 5): Malonil CoA y p-cumaril-CoA, las que mas tarde
formaran anillos A y B respectivamente.

Las antocianinas son sintetizadas por varias rutas. Sobresalen dos, la del acido
shikimico y la del &cido malénico. En la ruta del acido shikimico se convierten
carbohidratos simples derivados de la glicolisis, de la ruta de las pentosas
fosfato y Ciclo de Calvin en diversos acidos organicos como el cinamico, p-
coumarico, caféico, feralico, clorogénico y fenilalanina.

Cabe resaltar que esta ruta sintética también es compartida por otros
compuestos fendlicos. La principal reaccion de biosintesis de los flavonoides
es la condensacion de los acilos provenientes de cumaril-CoA y tres moléculas
de malonil CoA catalizada por la enzima chalcona isomerasa que lleva a cabo
la isomerizacion de chalcona a flavona, la misma que es convertida en
flavones o antocianinas. Los pasos finales en la sintesis de antocianinas son
las acilaciones y las glucosilaciones, primero en el C-3, para estabilizar el

cation flavilio 2.
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Figura N2 5: Biosintesis de la cianidina
Fuente: Gauche C. y Col, 2010 2,

264 Distribucion en la naturaleza

Las antocianinas se localizan principalmente en la piel de las frutas como
manzanas, peras, zarzamoras; de flores como la jamaica y rosas; y verduras
como la col morada y maiz morado. La funciéon que cumplen es la de atraer
seres vivos para propédsitos de polinizacion y dispersion de semillas. La
diferencia de color entre las frutas, flores y verduras depende de la naturaleza
y concentracion de antocianinas. Existen factores adicionales que afectan el
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color como el pH de la célula, el efecto de copigmentacion determinado por la

presencia de otros flavonoides, temperatura, luz, entre otros %

2.6.5 Estabilidad
Las antocianinas son compuestos labiles y su estabilidad es muy fragil en

funcion de su estructura y la composicion de la matriz en la que se encuentran.

Factores como su misma estructura quimica, pH, temperatura, presencia de
oxigeno y acido ascoérbico, concentracion y actividad de agua de la matriz
determinan la estabilidad del pigmento.

Estructura de las antocianina

Las antocianinas por su diversidad estructural no son igualmente resistentes a
los efectos de deterioro de varios agentes. Cuando el grado de hidroxilacion de
la aglicona se incrementa, la estabilidad generalmente decrece; por otro lado la
sustitucion con grupos metoxilos tiene un efecto contrario. La glicosidacién de
los grupos hidroxilo libres incrementa la estabilidad, similar efecto al de la
metoxilacion presumiblemente debido al bloqueo de los grupos hidroxilos
reactivos. Las antocianinas diglicosiladas son mas estables a la decoloracion
durante el almacenamiento, calor y exposicion a la luz que los monoglicésidos.

La naturaleza del azucar también tiene efecto protector.

La estabilidad de especies coloreadas, especialmente la base quinoidal, quiza
esta proporcionada por la presencia de grupos acilo ligados a los azucares en

la molécula, esto es, por copigmentacion intramolecular.

Antocianinas que contienen dos o mas grupos muestran una excelente
estabilidad a través de un completo rango de pH. La estabilidad conferida por la
copigmentaciéon intramolecular se atribuye al apilamiento de residuos
aromaticos del grupo acilo con el anillo piranésido en la molécula de

antocianina (35) (36) (37) (38).
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Efecto del pH ©% “9),

El pH tiene efecto en la estructura y la estabilidad de las antocianinas. La

acidez tiene un efecto protector sobre la molécula. En soluciones acuosas a

valores de pH inferiores a dos, basicamente 100% del pigmento se encuentra

en su forma mas estable o de ibn oxonio o catién flavilio (AH+) de color rojo

intenso. A valores de pH mas altos ocurre una pérdida del protdén y adicién de

agua en la posicién 2, dando lugar a un equilibrio entre la pseudobase carbinol

o hemicetal (B) y la forma chalcona (C), o de cadena abierta. Tanto el

hemicetal como la chalcona, son formas incoloras y bastante inestables. A

valores de pH superiores a 7 se presentan las formas quinoidales (A, A-) de

color purpura que se degradan rapidamente por oxidacion con el aire.

Catitn flavilio {forma oxonium)
{rojo) pH=1

+H_O
R1
—

OH |
HOL O]

I
OH

OH

Pseudobase carbinol {incoloro)
pH=4.5

HO o\|[ ‘
=on
o

Base quinocidal (azul)
pH=T

R2

Chalcona {incolora)
pH=4.5

Figura N2 6: Estructura y estabilidad de las antocianinas a diferentes valores

de pH.
Fuente: Villanueva J. y col, 2010 .
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Efecto de la temperatura:

Incrementos de temperatura resultan en pérdida del azucar glicosilante en la
posicion 3 de la molécula y apertura de anillo con la consecuente produccion

de chalconas incoloras " 42,

2.6.6 Ensayos cromatograficos

El color y comportamiento cromatografico proporcionan datos relevantes para
Su preparacion e identificacion (valores de Rf).

De las técnicas fitoquimicas como las cromatografias en papel (CP), capa fina
(CCF), columna (CC) y gas liquido (CGL), la mas comun es la CP-descendente
por ser un método de bajo costo y practico que utiliza eluyentes como BAW (n-
butanol-acido acético glacial-agua, 4:1:5), BuHCI (n-butanol-acido clorhidrico
2N, 1:1, fase superior), Forestal (acido clorhidrico concentrado-acido acético
glacial-agua, 3:30:10), HCI 1% (acido clorhidrico concentrado —agua, 3:97) y
férmico (acido clorhidrico concentrado-acido férmico-agua, 2:5:3).

La separacion de antocianinas por las técnicas cromatograficas, de modo
particular la cromatografia en papel (CP) descendente, asociado con
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) constituye una técnica muy
utilizada.

Para complementar la identificacion, existen técnicas fisicas como la
espectrometria de masas (EMS), resonancia magnética nuclear (RMN), entre

otras “?.

2.6.7 Propiedades bioldgicas

Estudios epidemioldgicos efectuados en varios paises evidencian que el
consumo de frutos y vegetales reducen enfermedades coronarias ademas de
minimizar los riesgos de cancer. Se ha descrito que algunos compuestos
fendlicos  de origen vegetal presentan dentro de la célula actividad
antioxidante, reduciendo la concentracion de radicales libres, y en algunos
casos logran establecer grupos de quelacibn con iones metalicos. Los

mecanismos involucrados de los agentes antioxidantes establecen donacion
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de electrones o atomos de hidrogeno a los radicales libres. Los agentes
antioxidantes presentes en los alimentos pueden reducir trombosis, activar
macréfagos e inhibir la tendencia a la peroxidacion. Entre los compuestos que
han merecido dichos estudios se encuentran las antocianinas debido a la
presencia de sustituyentes oxidrilo, las cuales son moléculas con alto poder

antioxidante “%.

2.7 Radicales libres

Un radical libre es una molécula o fragmento molecular que contiene uno o mas
electrones desapareados en su orbital externo. También pueden ser radicales
libres los iones metalicos y el atomo de hidrogeno.

Su vida es muy breve (del orden del milisegundo o menos), aunque los nucleos

asimétricos contribuyen a la formacién de radicales de larga vida “*”.

2.71 Produccion de radicales libres de oxigeno

Se forman de manera ilimitada durante el metabolismo celular normal, por lo
que entre las fuentes enddgenas de radicales libres del oxigeno se pueden
mencionar las cadenas de transporte de electrones mitocondrial y microsomal,
reacciones catalizadas por oxidasas y oxigenasas, reacciones de auto
oxidacibn de metales, actividad de células fagociticas (granulocitos,

macréfagos, células endoteliales) y transporte de oxigeno por la hemoglobina
(46)

2.7.2 Reactividad de los radicales libres y estrés oxidativo

La reactividad de los radicales libres es muy diferente, algunos son
relativamente estables, pero la mayoria de los que tienen interés biolégico son
extremadamente reactivos e inestables y, como resultado tienen una vida
media muy corta. El radical hidroxilo es el mas reactivo de los radicales
oxigenados y por su corta vida media (pocos microsegundos) su radio de
accién efectivo en la célula es de aproximadamente 30A°.

Los radicales libres pueden actuar como oxidantes o reductores. Cuando

reaccionan con un compuesto se pueden formar otros radicales libres, es decir,
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se producen reacciones en cadena, por ejemplo, la peroxidacién lipidica.
Aunque el radical libre inicial origina solamente efectos locales, los radicales
secundarios derivados de el y los productos de degradacién formados pueden
tener efectos bioldgicos distantes del sitio donde se generod el primer radical.
Cuando dos radicales actuan entre si, se puede formar una molécula estable,

con lo cual se terminan las reacciones en cadena.

El radical superéxido (O2*) no es particularmente reactivo pero es
potencialmente tdxico. Puede influir directamente en la homeostasis local, por
ejemplo, oxidando catecolaminas, y lo que es mas importante, puede
transformarse en el radical hidroxilo (OH*) que es muy peligroso.

El H.O. no es especialmente téxico para las células, pero puede atravesar
membranas y esto es importante, porque el medio extracelular posee muy
pocos mecanismo de defensa antioxidante. En presencia de trazas de iones
metalicos de transicion se forman radicales hidroxilo a partir del peroxido de
hidrégeno (Reaccién de Fenton) y también por interaccion entre el radical

superoxido y H20; (reacciéon Haber-Weiss) 47,

2.7.3 Daino molecular inducido por radicales libres

Los radicales libres ejercen efectos utiles y nocivos. Entre los Gtiles se puede
mencionar el papel de defensa que cumplen los producidos por los fagocitos en
la destruccion de organismos invasores; ademads, algunas reacciones
enzimaticas transcurren posiblemente por mecanismos radicales (caso de la
ciclooxigenasa y tromboxano sintetasa).

En cambio, los efectos nocivos son numerosos, por dafnar lipidos, proteinas,

carbohidratos, entre otros *.

2.8 Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que neutralizan los radicales libres o sus
acciones. La naturaleza ha dotado a cada célula con adecuados mecanismos
de proteccién contra cualquier efecto perjudicial de los radicales libres:
superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa, tiorredoxina, enlaces tiol y
disulfuro son sistemas amortiguadores de cada célula. La alfa tocoferol
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(vitamina E) es un nutriente esencial el cual funciona como antioxidante
rompedor de cadenas, el cual previene la propagaciéon de las reacciones de
radicales libres en todas las membranas celulares. El acido ascérbico (vitamina
C) es también parte del mecanismo normal de proteccién. Otros antioxidantes
no enzimaticos incluyen a los carotenoides, flavonoides, y polifenoles

relacionados, acido lipoico, el glutatién entre otros “9.

2.8.1 Niveles de la accién antioxidante

Los antioxidantes capaces de neutralizar a los radicales libres o sus acciones,
actuan a diferentes fases. Actlan a niveles de prevencion, interceptacion y
reparacién. La accién preventiva, busca evitar la formacién de los radicales
libres de oxigeno (ROS). Estos incluyen a la SOD, que cataliza la dismutacion
02* a H,O; y la catalasa que lo transforma en agua. La intercepcidén de los
radicales libres es principalmente por secuestro del radical, los radicales
peroxilo son los principales afectados en esta etapa. Los efectores incluyen a
varios antioxidante como las vitaminas A y E, glutatién, otros compuestos con
grupo tiol, carotenoides, flavonoides, entre otros. En el nivel de reparacion y

reconstitucién estan comprometidos sistemas enzimaticos principalmente ©%.
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Il PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacién se desarroll6 en el Instituto de Ciencias
Farmacéuticas y Recursos Naturales Juan de Dios Guevara de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos de la
ciudad de Lima y en el Laboratorio del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional Agraria La Molina de la ciudad de Lima, durante los
meses de noviembre 2010 a setiembre 2011.

3.2 Materiales y reactivos

Materiales
Cuba de desarrollo cromatografica, cubetas para espectrofotémetro, papel de
filtro, material de vidrio, Columna C18 Atlantis (Waters, Mildford MA).

Equipos

Balanza analitica Oahus, estufa Memmert, espectrofotémetro ultravioleta
Hewlett Packard, colorimetro Konica Minolta Modelo CR410, HPLC en fase
reversa en un Modulo de Separacion 2695 (Waters, Milford, MA) equipado con
un auto inyector, un detector fotodiodo de serie 996 (DAD), y un software

Empower.

Reactivos
Etanol 96°, metanol, acido clorhidrico, 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), acido

fosférico, acetonitrilo, &cido acético. Todos ellos fueron grado reactivo.

3.3 Muestra vegetal
Seleccidén de los frutos
Se procedi6 a la seleccién de los frutos teniendo en cuenta su color, es decir,

solo fueron seleccionados los frutos rojos.
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Los frutos rojos de Prunus domestica L. fueron recolectados en Laraos
situado en la zona norte de la provincia de Yauyos, region Lima, ubicado a una
altitud de 3,310 m.s.n.m.; entre los meses de noviembre 2010 y marzo 2011.

Figura N°7: Fotografia del fruto de Prunus domestica L.

Los frutos rojos de Ficus carica L. fueron recolectados en el distrito de Chilca,
provincia de Cafete a 63,5 Km. al sur de Lima entre los meses de noviembre
2010 a marzo 2011.

Figura N°8: Fotografia del fruto de Ficus carica L.

Los frutos rojos de Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe” fueron recolectados en El
Pedregal ubicado en el Distrito de los Aquijes, en el valle de Ica, regidn Ica; en
los meses de noviembre 2010 a marzo 2011.

Figura N°9: Fotografia del fruto de Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe”.
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A una parte de los frutos frescos se le realiz6 el indice de color. A la otra parte
se le sometié a liofilizacidn previo lavado, licuado y filtrado usando como
solvente HCI 0,1% en agua. La liofilizacion se realiz6 en el Laboratorio de
Agroindustria de la Universidad Nacional Del Santa, Nuevo Chimbote, en la
ciudad de Ancash; obteniéndose un polvo seco de color rojo oscuro,
almacenandose en paquetes al vacio para el aislamiento e identificacion de las

antocianinas.
3.4 Ensayos Quimicos

3.4.1 indice de color

El color se midié con un colorimetro Konica Minolta modelo CR-410, los datos
se reportan en valores L*, a*, b*de la escala CIELAB. En cada fruto se hicieron
5 lecturas que corresponden al area cercana al pedunculo, al centro y al area
cercana al apice en los dos lados opuestos del fruto ©".

3.4.2 Extraccion, purificacion y separacion de las antocianinas para
analisis por espectrofotometria UV/VIS

B Extraccion de antocianinas
Para la extraccion de antocianinas se macerd el liofilizado de los frutos con

pequefias cantidades de HCL (0,1%) en metanol a temperatura ambiente 2.

. Purificacion de las antocianinas
Se realizé una cromatografia preparativa descendente con papel Whatman N®
3, las muestras (extracto crudo) se aplicaron en bandas de 2,5 cm de longitud
y 1,5 de separacion entre cada una. Los papeles se colocaron en una camara
de cromatografia. El eluyente utilizado fué BAW (n-butanol-acido acético-agua,
4:1:5) 3,

B Aislamiento de las antocianinas
Se procedié a recortar las bandas coloreadas y eluirlas en HCI 0,01% en
metanol a fin de leer sus valores espectrales en el espectrofotometro UV SPS-
100 PYE UNICAM o UV/VIS Perkin EImer LAMBDA 2, en el rango de 300 a
600nm.
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Los valores de Rf y espectrales obtenidos fueron comparados con datos de
literatura.
El uso de eluyentes adicionales permite comparar los diferentes valores de Rf

de acuerdo con su polaridad ©%.

3.4.3 Extraccion, purificacion, e identificacion de las antocianinas por
cromatografia HPLC ©°
. Preparacion de los extractos

0,7g de la muestra de fruto liofilizado fue colocada en un vial con tapa rosca,
dicho vial fue envuelto con una pelicula de aluminio. A la muestra se le colocé
42 mL de HCI 0,1% en 90% de MeOH. Se limpio6 el vial con nitrégeno por tres
minutos. El vial fue colocado en un bafio de agua a temperatura ambiente por
60 minutos bajo agitacion (200 r.p.m). Luego, el extracto fue centrifugado a
27000g por 10 minutos a 4 °C y el sobrenadante fue colectado. La extraccion
arriba indicada fue repetida con 20 mL del solvente por 15 minutos. Los
sobrenadantes fueron combinados y evaporados en un rotavapor a
temperatura inferior a 40 °C. El residuo fue diluido con agua acidificada (0,01%
HCI) para posterior purificacion e identificacion de las antocianinas.

B Purificacion de los extractos

La purificacion fue llevada a cabo usando cartuchos de extraccion de fase
sélida (SPE). Un total de tres ml del extracto fue pasado a través de un
cartucho C18 Sep-Pak (Waters, Milford, MA) previamente activado con metanol
y agua acidificada (HCI 0,01%). El cartucho fue luego limpiado con agua
acidificada (HCI 0,01%) para remover azucares, acidos y otras sustancias
interferentes. La elusibn de las antocianinas fue lograda con metanol
acidificado (HCI 0,01%). Después, el eluato metandlico fue concentrado al
vacio (40 °C) a fin de retirar el solvente, y el residuo fue disuelto en HCI 0,01%
acuoso hasta un volumen final de 3mL. El extracto fue mantenido a -20 °C
hasta analizarlo por HPLC.

B dentificacion de antocianinas
Las antocianinas fueron separadas usando HPLC en fase reversa en un

Modulo de Separacion 2695 (Waters, Milford, MA) equipado con un auto
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inyector, un detector fotodiodo de serie 996 (DAD), y un software Empower. La
data espectroscopica se ley6 entre 200 y 700 nm. Se empleé una columna
C18 Atlantis 150 x 4.6 nm i.d. 5 um (Waters, Milford, MA) y una columna de
4,6 nm x 2,0 nm para la separacién de las antocianinas a 40 °C.

La fase mévil estuvo compuesta de: a) agua:acido fosforico (100:0,85, v/v) a pH
2,17 y b) agua/acetonitrilo/acido acético/acido fosférico (50,3:49,1:0,4:0,2, v/v a
pH 2,27. La gradiente de solvente fue de 20 a 38 % de B en 13 minutos,
seguido de un incremento a 40% de B en un minuto y un incremento a 50 % de
B en 11 minutos. Una tasa de flujo de 0,7 % mL/min fue usada, y 20uL de
muestra fue inyectada.

La elucion de los picos fue monitorizada a 520 nm. Las muestras y las fases
moviles fueron filtradas a través de un filtro de 0.22 pm, tipo GV (Millipore,
Bedford, MA) antes de la inyeccion al HPLC. Las antocianinas y antocianidinas
fueron identificadas mediante comparacion con los tiempos de retencion y

datos espectroscopicos del UV/VIS del arte previo.

3.4.4 Identificacion de los aztcares monosacaridos *°

Se pes6 1g de muestra y se mezclé con agua, se homogenizé la muestra en un
mortero y luego se filtr6. Al liquido se le agreg6é acido sulfurico concentrado
hasta hacer una concentracion al 10 % y se lo coloc6 en un vial a 60 °C por 48
horas.

Transcurrido el tiempo se filtr6 y al liquido se lo neutralizé con carbonato de
calcio, el precipitado se lavé con agua y la solucién se evaporé hasta un
volumen pequeno.

El ensayo cromatografico se realizé sobre papel Whatman N 1, usando como
sistema de solventes n-butanol/etanol/agua en la proporcion de 4/1/5; y como
revelador el ftalato acido de anilina. El desarrollo cromatografico comprendié
estandares de D-galactosa, D-xilosa, L-ramnosa y D-glucosa.

3.4.5 Cuantificacion de antocianinas totales empleando el método de pH

diferencial ©7.

Los pigmentos antocianicos sufren transformaciones estructurales reversibles

por el cambio de pH, ello se evidencia en el espectro de absorbancia. Asi pues,
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la forma oxonio es coloreado y predomina a pH 1,0; y la forma hemicetal sin

color a pH 4,5. El método de pH diferencial esta basado en esta reaccién vy

permite una rapida medida de las antocianinas totales en presencia de

pigmentos polimerizados degradados y otros compuestos interferentes.

Reactivos:

Buffer de cloruro de potasio 0,025M, pH 1.
Buffer de acetato sédico 0,4M, pH 4,5.

1)

Se determiné el factor de dilucién apropiado para la muestra mediante
dilucién con buffer de cloruro de potasio, pH 1,0, hasta que la
absorbancia de la muestra a Avis-max estuvo dentro del rango linear del
espectrofotometro (por ejemplo, para la mayoria de espectrofotometros
la absorbancia deberia ser menor a 1,2). El volumen final se dividi
entre el volumen inicial de la muestra a fin de obtener el factor de
dilucion (240).

El espectrofotdmetro se llevé a cero con agua destilada hasta los
700nm.

Se prepararon dos diluciones de la muestra, una con buffer cloruro de
potasio pH 1,0, y la otra con buffer acetato de sodio pH 4,5, diluyendo
cada una de acuerdo al factor de dilucién. Se dej6 equilibrar la dilucion
por 15 minutos.

Se midi6 la absorbancia de la diluci n final a la Avis-max y a 700 nm, y
se llend la celda blanco con agua destilada.

Se calculé la absorbancia de la muestra diluida (A) utilizando la siguiente
férmula:

A = (A vis-max— A700)pH 1.0 = (A avis-max — A700)pH 4.5

Se calcul6 la concentracion de pigmentos de antocianinas monoméricas

en la muestra original empleando la siguiente férmula:

Pigmento de antocianinas monoméricas (mg/100g)= A x PM x FD x 100

exi

PM es el peso molecular.

FD es el factor de dilucion.

€ es la absortividad molar.
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A es absorbancia de la muestra diluida.
El € de la cianidina 3-glucosido es 26,900, y el PM es 449.2.

3.5 Ensayos bioldgicos
Capacidad antioxidante ©°
. Fundamento del método:

El DPPH es un radical libre y acepta un electrén o un radical hidrégeno para
convertirse en una molécula diamagnética estable. Para evaluar la potencia
antioxidante mediante el barrido de radicales en las muestras del analisis, se
registra la densidad éptica de los radicales DPPH. Por ello, el DPPH se utiliza
habitualmente como sustrato para evaluar la actividad antioxidante. La
actividad antioxidante o antirradical se medird mediante el descenso en la
absorbancia a 517 nm de una solucién metandlica (20 mg/L) de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH).

B Procedimiento

Se prepard una solucién de DPPH 2 mg en 100 mL de metanol. Luego se
preparé una solucién de los extractos solubles en solvente previa prueba de
solubilidad, en una concentracion de 600 pug/mL. A partir de este se prepararon
diferentes soluciones dando concentraciones de 25, 50, 75, 100 y 200 pg/mL.
El blanco de muestra se prepar6 con 0,4 mL de muestra (solucién de extracto)
y 0,8 mL de metanol. Luego se prepar6 el patrén de referencia 0,4 mL de
metanol y 0,8 mL de solucién de DPPH. Se procedié a preparar la muestra con
0,4 mL de solucién de los extractos y 0,8 mL de DPPH, se deja por 30 minutos
en la oscuridad y se lee a 517 nm, en el espectrofotometro. Se midi6é la
absorbancia del patrdn de referencia y del blanco de la muestra. Como
estandar se utilizd acido ascorbico.

La férmula para calcular la Capacidad Antioxidante es la siguiente:

% de la capacidad antioxidante = [1-(Abs. de la muestra—Abs. blanco muestra)] x 100
Abs. DPPH
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Las muestras se corren por triplicado

La IC50 se calcula en base a la formula de la pendiente, como una reduccién
del 50% en la absorbancia ocasionada por los extractos.
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Iv.

RESULTADOS

B Ensayos quimicos

Color de los frutos

TABLA N2 3: Lecturas colorimétricas de los valores de I*, a* y b*, e indice de

color (IC*) correspondientes a Prunus domestica L. utilizando los parametros
del sistema CIELAB.

Ciruela

I* a* b* indice de
color (IC*)
24,02 10,41 1,48
27,07 23,01 5,44
164,52
24,25 19,17 3,31
26,88 16,31 3,52
28,6 30,97 9,44
Promedio Promedio Promedio
26,16 19,90 4,64
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TABLA N2 4: Lecturas colorimétricas de los valores de I*, a* y b*, e indice de

color (IC) correspondientes a Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe”, utilizando los

parametros del sistema CIELAB.

Uva

I* a* b* indice de
color (IC*)
29,77 8,86 1,80
26,05 7,61 1,51
177,22
31,53 8,39 1,71
29,68 7,37 1,73
32,35 7,20 0,71
Promedio Promedio Promedio
29,88 7,89 1,49
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TABLA N2 5: Lecturas colorimétricas de los valores de I*, a* y b*, e indice de

color (IC) correspondientes a Ficus carica L. utilizando los parametros del

sistema CIELAB.

Higo

I* a* b* indice de
color (IC*)
19,15 5,56 5,86
19,69 5,64 5,61
53,04
18,70 4,83 5,13
24,48 8,84 6,99
22,09 7,99 6,14
Promedio Promedio Promedio
20,82 6,57 5,95
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TABLA N2 6: En la presente tabla se presenta un resumen del indice de color

correspondientes a los frutos de Ficus carica L, Prunus domestica L y Vitis

vinifera L c.v. “Red Globe” utilizando los parametros del sistema CIELAB.

COLOR IC*
I* a* b*
HIGO 20,82 6,57 5,95 53,04
CIRUELA 26,16 19,90 4,64 164,52
UVA 29,88 7,89 1,49 177,22
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Figura N2 10: Cromatograma del extracto de Ficus carica L. sobre papel
Whatman N° 3 y como fase moévil BAW. En ella se advierten 4 bandas
coloreadas (1, 2, 3 y 4), las que fueron eluidas en HCI 0,01% en metanol y
leidas en el espectrofotémetro.

Tabla N2 7: En la presente tabla se muestran los valores del A maximo, el A

440, y el E A 440/\ max de las bandas eluidas de la muestra de Ficus carica L.

A max A 440 E A 440/ A max Posible
antocianina
(528 nm)
Banda 1 0,0332 0,0294 88,55 -
(530 nm)
Banda 2 1,5669 0,3465 22,11 Cianidina
(530 nm)
Banda 3 0,121 0,0285 23,55 Cianidina
(526 nm)
Banda 4 0,0778 0,0247 31,74 -
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4 32 1
Figura N2 11: Cromatograma de los extractos de Prunus domestica L. sobre

papel Whatman N°¢ 3 y como fase mévil BAW. En ella se advierten 4 bandas
coloreadas (1, 2, 3 y 4), las que fueron eluidas en HCI 0,01% en metanol y
leidas en el espectrofotémetro.

Tabla N2 8: En la presente tabla se muestran los valores del Améximo, el A440,

y el E M40/Amax de las bandas eluidas de la muestra de Prunus domestica L

precedente.
A max A 440 E A 440/ A max Posible
antocianina
(522 nm)
Banda 1 0,0393 0,346 88,04 -
(528 nm)
Banda 2 0,3158 0,0867 27,45 Peonidina
(530 nm)
Banda 3 1,2257 0,2724 22,15 Cianidina
(530 nm)
Banda 4 0,0995 0,041 41,2 -

37




3 2 1
Figura N2 12: Cromatograma de los extractos de Vitis vinifera L. c.v. “Red
Globe” sobre papel Whatman N° 3 y sistema de solvente BAW. En ella se
advierten 3 bandas coloreadas (1, 2 y 3), las que fueron eluidas en HCI 0,01%
en metanol y leidas en el espectrofotometro.

Tabla N2 9: En la presente tabla se muestran los valores del A maximo, el A
440, y el E A 440/A max de las bandas eluidas de la muestra de Vitis vinifera
L. c.v. “Red Globe” precedente.

A max A 440 E A 440/ A max Posible

antocianina
(526 nm)

Banda 1 0,0579 0,0275 47,49 Peonidina
(528 nm)

Banda 2 0,3137 0,0874 27,86 Cianidina
(531 nm)

Banda 3 0,0716 0,0304 42,45 Malvidina
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Para complementar el estudio se analizé cromatograficamente las antocianinas
de los frutos de Ficus carica L. usando como fase moévil el AWH (Acido
aceético/agua/écido clorhidrico 15/82/3 V/V/V. Se evidencid la presencia de

una antocianina cuyo Rf era 72.

Del mismo modo, se analiz6 cromatograficamente las antocianinas de los
frutos de Prunus domestica L. usando como fase mdévil el AWH (acido
acético/agua/acido clorhidrico 15/82/3 V/V/V. Se evidenci6 la presencia de

dos antocianinas cuyos Rf eran de 47,4y 71,2.

Las antocianinas de los frutos de Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe” también
fueron analizadas por CP wusando como fase movil el AWH (acido
aceético/agua/acido clorhidrico 15/82/3 V/V/V. Se evidencid la presencia de

dos antocianinas cuyo Rf era 45,1 y 55,3.
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Los analisis cromatograficos del hidrolizado de los extractos de Vitis vinifera

L. c.v. “Red Globe”, Prunus domestica L.y Ficus carica L. se observan en
las Figuras N® 13, 14y 15.

Figura N2 13: Cromatograma de los azucares obtenido por hidrolisis de la
muestra de Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe” sobre papel Whatman N° 1
usando como revelador: ftalato acido de anilina y como sistema de solventes n-
butanol/etanol/agua en la proporcion de 4/1/5.

De izquierda a derecha se advierte: La muestra problema, y los estandares D-
xilosa, D-ribosa, D-glucosa y D-galactosa, respectivamente.

Se observa que la muestra de Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe” (izquierda)
presenta D-glucosa (Rf 22).
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Figura N2 14: Cromatograma de los azucares obtenido por la hidrélisis de la
muestra de Prunus domestica L. sobre papel Whatman N° 1 usando como
revelador: ftalato acido de anilina y como sistema de solventes n-
butanol/etanol/agua en la proporcion de 4/1/5.

De izquierda a derecha se advierte: La muestra problema, y los estandares D-
xilosa, D-ribosa, D-glucosa y D-galactosa, respectivamente.

Se observa que la muestra de Prunus domestica L. (izquierda) presenta D-
glucosa (Rf 22).
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Figura N2 15: Cromatograma de los azlcares obtenido por hidrélisis de la
muestra de Ficus carica L. sobre papel Whatman N°¢ 1 usando como
revelador: ftalato acido de anilina y como sistema de solventes n-
butanol/etanol/agua en la proporcion de 4/1/5.

De izquierda a derecha se advierte: La muestra problema, y los estandares D-
xilosa, D-ribosa, D-glucosa y D-galactosa, respectivamente.

Se observa que la muestra de Ficus carica L. (izquierda) presenta D-glucosa
(Rf 22).
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Estudios en HPLC

Extraccion, purificacion, e identificacion de las antocianinas por cromatografia

Figura N2 16: Muestras de antocianinas purificadas de los frutos de Vitis
vinifera L. c.v. “Red Globe”, Prunus domestica L. y Ficus carica L. que
sirvieron para la evaluacién por HPLC.
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Figura N2 17: Cromatograma HPLC de Ficus carica L. realizado bajo las
siguientes condiciones: HPLC en fase reversa en un Modulo de Separacion
2695 equipado con un auto inyector, un detector fotodiodo y un software. La
data espectroscépica se leyd entre 200 y 700 nm, usando una columna C18 y
una columna de 4,6 nm x 2,0 nm para la separacién de las antocianinas a 40
°C.

En la figura se observan los tiempos de retencion de dos antocianinas que
segun la literatura se refieren a 1) Cianidina 3-glucésido y 2) Cianidina 3-

ramnoglucésido.
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Figura N2 18: En la presente figura se advierte el barrido espectrofotométrico

de la banda 1) del Ficus carica L. correspondiente a Cianidina 3-glucosido.
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Figura N2 19: En la figura se advierte el barrido espectrofotométrico de la
banda 2) de Ficus carica L. correspondiente a Cianidina 3-ramnoglucésido .
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Figura N2 20: Cromatograma HPLC de las antocianinas de Prunus domestica
L. realizada bajo las siguientes condiciones: HPLC en fase reversa en un
Modulo de Separacion 2695 equipado con un auto inyector, un detector
fotodiodo y un software. La data espectroscépica se ley6 entre 200 y 700 nm,
usando una columna C18 y una columna de 4,6 nm x 2,0 nm para la
separacién de las antocianinas a 40 °C.

En la figura se observan los tiempos de retencion de seis antocianinas que
segun la literatura se refieren a 1) no identificado, 2) Cianidina 3-xilosido, 3)
cianidina 3-glucésido, 4) Cianidina 3-rutinésido, 5) Peonidina 3-glucésido y 6)

Peonidina 3-rutindsido.
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Figura N2 21: Barrido espectrofotométrico de la banda 1) de Prunus
domestica L. correspondiente a una antocianina no identificada.
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Figura N2 22: Barrido espectrofotométrico de la banda 2) de Prunus
domestica L. correspondiente a cianidina 3-xilosido
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Figura N2 23: Barrido espectrofotométrico de la banda 3) de Prunus

domestica L. correspondiente a cianidina 3-glucosido.
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Figura N2 24: Barrido espectrofotométrico de la banda 4) de Prunus

domestica L. correspondiente a cianidina 3-rutinosido.
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Figura N2 25: Barrido espectrofotométrico de la banda 5) de Prunus
domestica L. correspondiente a Peonidina 3-glucésido.
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Figura N2 26: Barrido espectrofotométrico de la banda 6) de Prunus
domestica L. correspondiente a Peonidina 3-rutindsido ©?.

49



g
0501 R
1]
0401
_, 0307
a
0201 g2
R g
=
010 JM 3 7
o A
[y
e S e s e e |
OO0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
o Mintes

Figura N2 27: Cromatograma HPLC de las antocianinas de Vitis vinifera L.
c.v. “Red Globe” realizada bajo las siguientes condiciones: HPLC en fase
reversa en un Modulo de Separacién 2695 equipado con un auto inyector, un
detector fotodiodo, y un software. La data espectroscopica se leyd entre 200 y
700 nm, usando una columna C18 y una columna de 4.6 nm x 2.0 nm para la
separacién de las antocianinas a 40 °C.

En la figura se observan los tiempos de retencidon de seis antocianinas que
segun la literatura corresponden a 1) Delfinidina 3-glucésido, 2) Cianidina 3-
glucésido, 3) Petunidina 3-glucésido, 4) Peonidina 3-glucésido, 5) Malvidina 3-
glucésido y 6) Antocianina no identificada.
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Figura N2 28: Barrido espectrofotométrico de la banda 1) de Vitis vinifera L.

c.v. “Red Globe” correspondiente a Delfinidina 3-glucosido.
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Figura N2 29: Barrido espectrofotométrico de la banda 2) de Vitis vinifera L.

c.v. “Red Globe” correspondiente a Cianidina 3-glucésido.
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Figura N2 30: Barrido espectrofotométrico de la banda 3) de Vitis vinifera L.
c.v. “Red Globe” correspondiente a Petunidina 3-glucésido.
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Figura N2 31: En la presente figura se advierte el barrido espectrofotométrico
de la banda 4) de Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe” correspondiente a
Peonidina 3-glucésido.
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Figura N2 32: Barrido espectrofotométrico de la banda 5) de Vitis vinifera L.
c.v. “Red Globe” correspondiente a Malvidina 3-glucésido.
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Figura N2 33: En la presente figura se advierte el barrido espectrofotométrico
de la banda 6) de Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe” correspondiente a una
antocianina no identificada ©".
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Cuantificacion de las antocianinas monoméricas totales por el método del
pH diferencial

Pigmento de antocianinas monoméricas (mg/100g)= A x PM x FD x100
ex1i

PM es el peso molecular.

FD es el factor de dilucién que es 240.

€ es la absortividad molar.

El € de la cianidina 3-glucésido es 26,900 y el PM es 449.2.

Tabla N° 10: Concentracion de las antocianinas monoméricas del Ficus carica
L. por el método del pH diferencial. Se indican los resultados de las

absorbancias a 520 nmy 700 nm a pH 1,0 y 4,5 respectivamente.

pH 1,0 pH 4,5 Antocianinas
monoméricas
(mg/1009)

520 nm 700 nm 520 nm 700 nm

0,095 0,004 0,015 0,001 30,84
Higo

0,088 0,003 0,011 0,001 29,64

0,085 0,003 0,010 0,001 29,64

Antocianinas monoméricas (mg/100g)promedio: 30,09 mg/100g
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Tabla N° 11: Concentracién de las antocianinas monoméricas de Prunus

domestica L. por el método del pH diferencial.

Se indican los resultados de las absorbancias a 520 nmy 700 nm apH 1,0y

4,5 respectivamente.

pH 1,0 pH 4,5 Resultado
520 nm 700 nm 520 nm 700 nm
0,347 0,009 0,016 0,002 40,15
Ciruela
0,348 0,002 0,018 0,002 39,92
0,348 0,002 0,024 0,002 39,70

Antocianinas monoméricas (mg/100g)promedio: 39,92

Tabla N° 12: Concentracién de las antocianinas monoméricas de Vitis vinifera

L. c.v. “Red Globe” por el método del pH diferencial.

Se indican los resultados de las absorbancias a 520 nmy 700 nmapH 1,0 y

4,5 respectivamente.

pH 1,0 pH 4,5 Resultado
520 nm 700 nm 520 nm 700 nm
0,174 0,002 0,001 0,003 21,16
Uva
0,178 0,002 0,007 0,002 20,56
0,139 0,003 0,00 0,00 20,92

Antocianinas monoméricas (mg/100g)promedio: 21,28.
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Tabla N° 13: Tabla comparativa de la concentracion de las antocianinas

monoméricas expresadas en Cy 3-glu (mg/100g) por el método del pH

diferencial.

Concentracién de antocianinas
monoméricas Cy 3-glu (mg/100g)

Prunus domestica L. “Ciruela” 39,92
Ficus carica L. “Higo” 30,09
Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe” 21,28

“Uva red globe”
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B Ensayos biolégicos

Tabla 14: Resultados de las lecturas espectrofotométricas y porcentaje de
captacion de radicales libres de la especie vegetal Prunus domestica L.

Muestra | Concertrac: | Absark. Ahzorb: | Absorb: Blanco | Absorh: o Captacion
Ciruela Lgiml Promedio Muestra Meta Fadicales libres
CFPH 1] 0.057
.07
0.029
0.0:55 0.054
i
0.063 0053 0.011 0.0:352 18,11
7a
0.053
0055 0.065 0.014 0.051 1959
100 .05
0051 .05 0.015 0.043 33.07
CFRH 1] 0.05
0.03
140 0.0:31 0051 0.00:3 0.045
425
223 0.049 0.005 0.043
0.0449 4625
300 0045 0.007 0.0 )
0.045 46735
GO0 0.055 0.01:3 0.04
0033 il

Tabla 15: Porcentaje de captacion de radicales libres e 1IC50 pg/mL de la
especie vegetal Prunus domestica L.

Concertrac. | Abzaorban. | Porcent. Captac. IZ&0
Lol Mets Radical. Libres Lciml
a0 0.052 18
k] 0.051 20
100 0.043 33
150 0.045 43 13.25
225 0.043 45
300 0.04 49
E00 0.04 S0
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Figura N2 34: En la presente figura se muestra los porcentajes de capacidad

antioxidante

expresado en porcentaje de captacion de radicales libres de la muestra

de Prunus domestica L.

Tabla N2 16: Resultados de las lecturas espectrofotométricas y porcentaje de

captacion de radicales libres de la especie vegetal Ficus carica L.

Muestra Concentrac. Ahzark. Abzorh. | Absork. Blanco | Absork. % Captacion
Hicyo Lcgitnl Promedic huestrs Mets Radicales: likres
DPRH 1] 0087
o.ov
0.039
0058 0.064
S0 0.039
0.063
0.061 0.061 0.01 0.0:31 19.69
74 0058
0.058 ]
0.037 0.058 00135 0.043 33.07
100 0.053
0.033 0017y 0.036 43.31
DPFH £] 0.08
003
150 0.064 0.064 0023 0.036
]
225 0.071 0.ov 0.036 0.034
0.069 575
300 007 0.074 0.042 0.032
0073 =]
00 0.093 0.092 0087 0.025
0.031 .73
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Tabla N° 17: Porcentaje de captacién de radicales libres e IC50 ug/mL de la especie

vegetal Ficus carica L.

Concertrac. | Absorban. | Porcent. Captac. 30
ugitnl MNeta Fadical. Libres ucgitnl
a0 0.051 20
73 0.043 33
100 0.036 43 )
1350 0036 a3 .3
223 0034 o
300 0032 [=11]
E00 0.025 g9
00

0 -

50 V5 100 150 225 300 E00
Conc. ugfmlL

Figura 35: En la figura se muestra los porcentajes de capacidad antioxidante
expresado en porcentaje de captacién de radicales libres de la muestra de Ficus
carica L.
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Tabla N2 18: Resultados de las lecturas espectrofotométricas y captacién de
radicales libres de |la especie vegetal Vitis vinifera L c.v. “Red Globe”.

huestra Caoncertrac. Ab=zark. Ab=orh. Ab=sorb. Blanco | &bsorb. Yo Captacion
Liva Licginl Pramedio huestra Meta Fadicales libres
DPPH ] 0.166
0,162 0164
3 0136
0137 )
0137 [1.006 0.131 2043
150 0109 0411 0.0ay 0104
0113 35.59
225 0.096 0.095 0.005 0.055
0.095 4565
300 0.054 0.034 0.0a9 0.075
.054 2427
GO0 0.037 0.052 0.013 0.049
.056 7043

Tabla N° 19: Porcentaje de captacion de radicales libres e 1C50 ug/mL de la
especie vegetal Vitis vinifera L c.v. “Red Globe”.

Concertrac: | Ahsorban. | Porcent. Captac: IZ30
g [eta Fadical. Libres ucpl
73 013 20
150 0104 ar
224 D058 a7 387
300 0ovrs o4
GO0 0.045 70
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Figura 36: En la presente figura se muestra los porcentajes de capacidad
antioxidante expresado en porcentaje de captacién de radicales libres de la

muestra de Vitis vinifera L c.v. “Red Globe”.
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Tabla N° 20: Tabla comparativa de la capacidad antioxidante IC50 de los
frutos de Ficus carica L, Vitis vinifera L c.v. “Red Globe” y Prunus
domestica L.

Muestra Problema Capacidad Antioxidante
IC50 (ug/mL)
a-Tocoferol (Trolox) 1,80
Acido ascérbico (Vitamina C) 2,02

Vitis vinifera L. c.v. “Red
Globe”
“Uva red globe” 3,87

Ficus carica L.
“Higo” 8,50

Prunus domestica L.

“Ciruela” 13,25
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Tabla N° 21: Tabla comparativa resumen de las pruebas quimicas y bioldgicas

de los frutos de Ficus carica L, Vitis vinifera L c.v. “Red Globe” y Prunus

domestica L.

Antocianinas indice de | Cuantificacién | Capacidad
presentes segun color de antocianina | antioxidante
(HPLC) (IC) Cy 3-glu IC50
(Figura 17, 20 y 27) (mg/100g) (ng/mL)
Vitis vinifera Peonidina 177,22 21,28 3,87
L. c.v. "Red Petunidina
Globe™ Cianidina
Uva red Malvidina
globe” o
Delfinidina
Prunus Cianidina 164,52 39,92 13,25
domestica L. Peonidina
“Ciruela”
Ficus carica Cianidina 53,04 30,09 8,50
L.
“Higo”
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V. DISCUSION

El extracto metandlico de los frutos de Prunus domestica L., Ficus carica L. y
Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe” demostrdé buena solubilidad en solventes
polares tales como el alcohol etilico y metilico en medio &cido para estabilizar

al ién oxonio del nucleo heterociclico de la antocianina.

Mediante ensayos cromatograficos en papel, en escala preparativa y
empleando como fase movil el BAW que, es un sistema de solventes de alta
polaridad, se aislaron las antocianinas (Figura N® 10, 11 y 12); las bandas
fueron eluidas con acido clorhidrico al 0,01% en metanol, esta solucién fue

analizada con el espectrofotémetro uv-visible (Tabla N° 7, 8 y 9).

Segun la literatura, los resultados observados no son concluyentes por lo que
se sugiere contrastarlos con HPLC. Al someter la muestra a cromatografia por
HPLC se advierte que en la muestra de higo de encuentran la cianidina 3-
glucdsido y cianidina 3-ramnoglucésido; en la muestra de ciruela la cianidina 3-
xylésido, cianidina 3-glucésido, cianidina 3-rutindsido, peonidina 3-glucésido y
peonidina 3-rutinésido; mientras que en la uva se encontré la delfinidina 3-
glucésido, cianidina 3-glucésido, petunidina 3-glucésido, peonidina 3-glucésido
y malvidina 3-glucosido (Figura 17,20 y 27).

Al respecto, Wang H y Col, 1997 refieren que en la uva estan presentes las
antocianinas delfinidina glicosilada, cianidina glicosilada y malvidina glicosilada.
Posiblemente, la inexistencia de las antocianinas petunidina y peonidina
glicosiladas en la muestra de uvas de Wang radique en el hecho de tratarse de
una variedad diferente; asi pues, nuestra muestra pertenece a la variedad Vitis
vinifera L. c.v. “Red Globe” mientras que la de Wang y Col * a la variedad
Carménere.

La cuantificacion de las antocianinas mostré que la ciruela presentaba una

concentracion de antocianinas totales (mg/100g) de 39,92, el higo de 30,09 y la
uva de 21,28.
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Al respecto, Burin B y Col, 2010 *' indican que las ciruelas presentan un
contenido de antocianinas totales (mg/100g) de 2 a 25; mientras que las uvas
entre 6 y 600.

De los resultados proporcionados por Burin se advierte que los frutos de uva
estudiados se encuentran en el mencionado rango de concentracion; mientras
que la ciruela presenta un rendimiento ligeramente mayor posiblemente debido

a la calidad del suelo, el periodo de cosecha, el clima, entre otros.

Con la finalidad de determinar la actividad biolégica de las antocianinas se
determind la capacidad antioxidante de los frutos, encontrandose que la uva
presenta una IC50 (ug/mL) de 3,87, el higo una IC50 (ug/mL) de 8,50 y la
ciruela una IC50 (ug/mL) de 13,25, que significa que la uva tiene mayor poder

antioxidante.

De la Tabla N° 21 se observa que la Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe”
presenta mayor indice de color y capacidad antioxidante (IC50); sin embargo,
se advierte baja concentracién de antocianinas debido a que la cuantificacion
se realiz6 en base a cianidina 3-glucésido (que es la antocianinas mas
frecuente en los frutos) siendo la peonidina la antocianina presente en mayor

cantidad en dicho fruto tal como se evidencia en la Figura N® 27.

De Prunus domestica L. y Ficus carica L. se advierte que el indice de color y
la concentracidén de antocianinas es proporcional; es decir, a mayor color rojo el

contenido de antocianinas es mayor.

De Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe” se advierte que presenta las
antocianinas peonidina, petunidina y  malvidina. Dichas antocianinas
estructuralmente presentan metoxilacién, lo que se evidencia en la coloracién
roja de los frutos y es ratificado por el indice de color encontrado.

Tal como fue demostrado, la Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe” presenta la
mayor capacidad antioxidante (IC50 3,87 ug/mL), estando asociada la actividad
antioxidante a las antocianinas y la prevencion de la proliferacién de células

cancerigenas, proteccion contra enfermedades del corazdn, entre otras.
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Por lo tanto, las antocianinas son consideradas potencialmente beneficiosas

como integrantes de la dieta humana.
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VL. CONCLUSIONES

1. En el fruto de Prunus domestica L. se identificaron cinco antocianinas:
cianidina 3-xylosido, cianidina 3-glucésido, cianidina 3-rutinésido, peonidina 3-
glucésido y peonidina 3-rutindsido.

En el fruto de Ficus carica L. se identificaron dos antocianinas: la cianidina 3-
glucésido y la cianidina 3-ramnoglucosido.

En el fruto de Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe” se identificaron cinco
antocianinas: delfinidina 3-glucésido, cianidina 3-glucosido, petunidina 3-
glucésido, peonidina 3-glucésido y malvidina 3-glucésido.

2. La cuantificacién de antocianinas monomeéricas totales (expresado en mg de
cianidina 3-gluc6sido/100g) de Prunus domestica L. fue de 39,92, de Ficus
carica L. de 30,09 y el de Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe” de 21,28.

3. La capacidad antioxidante expresada en IC50 (ug/mL) de Vitis vinifera L.
c.v. “Red Globe” fué de 3,87, de Ficus carica L. de 8,50 y Prunus
domestica L. de 13,25.

4. El indice de color (IC) de Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe” fue de 177,22,

de Ficus carica L. de 53,04 y Prunus domestica L. de 164,52.
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VIIIL. ANEXOS
NUmero 1: Clasificacion realizada en la UNALM'
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Se informa a traves de la présenie que los especimenes remitidos por la Sra. Gianisia
Margquer Mendoza, conosdas coms “vid™, “higuers” v “cinielo”, han sido sstidiados
parz su determinacion taxongmica en el Herhano de la Facuhad de Clencias. de Iy
Universidad Naciona! Avraris Ta Moling (MOL), Bl examen v reconacimento de lod
caracteres marfologicos de orden cualitative v cisantitativo, en takes muestas permiten
aonehir quee las mismas coresponden ada las especies. Fitis winiferg L., Fious carica 1.,
v Py clomestiva 1,

A continuacion se adjunian los tuadros con ly sistematica de las especies identificadas:
conforme a Cronguist y The Angiosperm Phylogeny Group (APG 1IT).
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I Sistematica de la “vid”, Finsvinifera de acuerdo a Cromgquist (19815

Being
Drivision
Clase
Sublase
Orden
Familia
Gidnero
Especie

- Plantas
» hagmaliophyvia
: Magnoliopsida

Fosidae

- Rhamnales
s WVilsceae

Fiis

- Viris vingfera L.

Cultivar: Fifis vinifera L. ov. "Red Globe

2, Sistematica de la “vid” de acuerdo & I APG [I1{2009)

Eeing : Plantae

Clada . ANZIOENETRS
Clade : Endicotiledineas
Cledo : Rosidas

Cirden * Vitales

Fatmilia CWitacene
Génern D Vitis
Especig | Fitis vindfera L.

Cultivar Mitiy simifera L ov "Red Glabe®

3. Sistemitica de fa “higuers” deacuerdo a Cronguist (1981)

Bemnn
Division
Clase
subclase
Orden .
Familia
Gersern

Plantag
Magnoliophyta
- Magnoliopsida

Hamamelidag
: Urticales
¢ viomceae
' Ficus

Especie ; Fieus carica L,

4 Sistemitica de la “higuera” de acuerdo a la APG 111 (2009)

Femo : Plantae
Clado - AREIOSpETITIaS
Clado - Eudicotiledoneas
Clado : Rebsidas
Orden - Rosales
Familia - Moraceae

Crépern Ficus

Especie  Ficus carica L.
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5. Sistematica del “cirvela” de asverdo a Cronquist {1981)

Reéifio ! Planrae
Divisicm  Magnohophyta
Claze | Magnoliopsida
Subcluse i Rosidas
Orden : Rosales
Familia . Rosaceas

Subfamiliz © Prunoidese
Génere | Praumus
Especie | Prumus domestica L.

6 Bistemitica del “ciruelc” de acuerdo a la APG 111 {20609

Reino : Plantac
Clada CAngospermas
Clado : Budicotiled oneas
Clada : Ragidas
Orden - Rosales
Familia - Kosagene
Subfamilia Prunomideas
(enero : Prusus

Egpecie Prunws domestica 1.,

75



Numero 2: Espectros UV-visible de la antocianinas de los frutos Ficus carica
L., Prunus domestica L. y Vitis vinifera L. c.v. “Red Globe”.
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Figura N° 37: Espectro UV-visible de la banda 1 de Ficus carica L. (Tabla 7).
No presenta el E440/Emax caracteristico de una antocianina conocida.
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Figura N° 38: Espectro UV-visible de la antocianina de la banda 2 de Ficus
carica L. (Tabla 7).
Presenta un pico de absorcion caracteristico de una antocianina, posiblemente

la cianidina.
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Figura N°39: Espectro UV-visible de la antocianina de la banda 3 de Ficus
carica L. (Tabla 7).

Presenta un pico de absorcién caracteristico de una antocianina, posiblemente
la cianidina
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Figura N°40: Espectro UV-visible de la banda 4 de Ficus carica L. (Tabla 7).

No presenta el E440/Emax caracteristico de una antocianina conocida.
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Figura N° 41: Espectro UV-visible de la banda 1 de Prunus domestica L.

(Tabla 8).
No presenta el E440/Emax caracteristico de una antocianina conocida.
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Figura N° 42: Espectro UV-visible de la antocianina de la banda 2 de Prunus

domestica L. (Tabla 8).
Presenta un pico de absorcion caracteristico de una antocianina, posiblemente

la peonidina.
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Figura N° 43: Espectro UV-visible de la antocianina de la banda 3 de Prunus
domestica L. (Tabla 8).
Presenta un pico de absorcion caracteristico de una antocianina, posiblemente

la cianidina.
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Figura N° 44: Espectro UV-visible de la banda 4 de Prunus domestica L.
(Tabla 8).

No presenta el E440/Emax caracteristico de una antocianina conocida.
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Figura N° 45: Espectro UV-visible de la antocianina de la banda 1 de Vitis
vinifera L c.v. “Red Globe” (Tabla 9).

Presenta un pico de absorcion caracteristico de una antocianina, posiblemente
la peonidina.
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Figura N° 46: Espectro UV-visible de la antocianina de la banda 2 de Vitis

vinifera L c.v. “Red Globe” (Tabla 9).

Presenta un pico de absorcién caracteristico de una antocianina, posiblemente

la cianidina.
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Figura N° 47: Espectro UV-visible de la antocianina de la banda 3 de Vitis
vinifera L c.v. “Red Globe” (Tabla 9).
Presenta un pico de absorcion caracteristico de una antocianina, posiblemente

la malvidina.
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