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Resumen

El objetivo del presente estudio es identificar las antocianinas mayoritarias en extractos de frutos de Gaultheria
glomerata (Cav.) Sleumer y valorar el efecto de diferentes estados de conservacién sobre antocianinas totales
(CAT), polifenoles totales (PFT) y la capacidad antioxidante (DPPH). Las CAT se determinaron mediante el
método pH diferencial, los PFT através del método Folin-Ciocalteu, y la capacidad antioxidante con el método
DPPH. Los resultados obtenidos para frutos fresco, congelado y seco son: 1) CAT = 19.25, 21.71y 12.92 mg
de cianidina 3-glucésido/100g, 2) PFT = 1585.49, 820.73 y 1804.07 mg de &cido gélico/100g, y 3) DPPH =
38.39, 35.10 y 36.81 pmol trolox/g, respectivamente. En conclusion, por su contenido de compuestos
bioactivos, los frutos de G. glomerata (Cav.) Sleumer podrian utilizarse como alimento funcional saludable,
siendo el mejor estado de conservacion el congelado con referencia a los frutos secos.

Palabras clave: antioxidante; polifenoles; flavonoides; delfinidina; cianidina

Anthocyanins and antioxidant capacity in Gaultheria glomerata
(Cav.) Sleumer dried and frozen fruit extracts

Abstract

The primary purpose of the present study is to identify the most prevalent anthocyanins in Gaultheria glomerata
(Cav.) Sleumer fruit extracts and assess the effects of different conservation conditions on total anthocyanins
(TA), total polyphenols (TP), and antioxidant capacity (DPPH). TA, TP, and DPPH are determined by the pH
differential method, the Folin-Ciocalteu method, and the DPPH method, respectively. The results obtained for
fresh, frozen, and dry fruit are: 1) TA = 19.25, 21.71, and 12.92 mg of cyanidin 3-glucoside/100g, 2) TP =
1585.49, 820.73, and 1804.07 mg of gallic acid/100g, DPPH = 38.39, 35.10, and 36.81 umol trolox/g,
respectively. In conclusion, based on the bioactive compound content obtained, G. glomerata (Cav.) Sleumer
fruit is a healthy functional food and the best method for its conservation is freezing when compared to dried
fruit.
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INTRODUCCION

Ante la creciente demanda de alimentos funcionales con alto contenido de compuestos bioactivos, se tiene la
alternativa del consumo de frutos nativos con colorantes naturales entre ellas la Gaultheria glomerata (Cav)
Sleumer, conocida cominmente como macha-macha negra. Esta planta pertenece a la familia Ericaceae vy al
género Gaultheria, existe alrededor de 330 especies distribuidas en Asia, América y Australia (Middleton,
1991). En Apurimac, Perlu esta especie estad distribuida sobre los 2300 m de altitud. Es una planta
subfrutescente, semipostrada, litofita, alcanza un tamafio de 50 cm, su fruto es una baya esférica, el
polispermo de 3 cm de didametro por 1 cm de altura, distribuido en una inflorescencia en racimo; en estado
maduro es de color morado oscuro, contiene las semillas embebidas en el mesocarpio del mismo color; los
pobladores locales utilizan el fruto como medicina alternativa, para disminuir el dolor de cabeza, estrés, dolor
de estdmago, fortalecimiento de los dientes, consumidos también por su aroma agradable y sabor dulce
(Brako y Zarucchi, 1993).

El fruto de Gaultheria glomerata (Cav) Sleumer, debido a su atractiva coloracion natural y solubilidad, puede
ser considerada una alternativa de fuente de antocianinas en lugar de los colorantes sintéticos utilizados en
la actualidad, para el procesamiento de alimentos y bebidas (Welch et al., 2008). Las antocianinas son una
clase de flavonoides extraidos de plantas solubles en agua, muestran actividades antioxidantes,
antiinflamatorias y antiapoptéticas (Zhang et al., 2019). Las antocianinas ubicadas en los diferentes 6rganos
de la planta, son de suma importancia, debido a que cumplen un rol en la adaptacién fisiolégica, en el proceso
de propagacion de plantas; atraccion de organismos polinizadores y forman parte de los mecanismos de
defensa contra elementos de estrés bidtico y ambiental (Menzies et al., 2016). Cominmente se sintetizan a
partir de diversas especies siendo causantes de la presencia de colores rojo, azul, naranja y puUrpura de gran
variedad de flores, frutas y verduras a diferenciales de pH (Navas et al., 2012).

Por otro lado, las antocianinas cumplen la funcién de preservar la salud humana (Cassidy, 2018), tienen
propiedades antioxidantes, ayuda a la profilaxis de enfermedades cardiovasculares, principalmente la
diabetes (Xie et al., 2018). Las antocianinas tendrian actividad antidiabética y constituirse como alimento
funcional dietético (Gowd et al.,, 2017). Las antocianinas poseen actividad antioxidante, tienen efecto
neuroprotector, reducen la neuroinflamacién, promueven la supervivencia de las células nerviosas, producen
actividades preventivas y/o terapéuticas en una amplia gama de trastornos nerviosos (Zhang et al., 2019),
reducen los niveles de especies reactivas de oxigeno (Cai et al., 2020). Son preventores de procesos
degenerativos de enfermedades cancerigenas (Nardini y Garaguso, 2020), Las antocianinas pueden mejorar
la salud, usarse como un factor alimenticio funcional para prevenir la obesidad y trastornos relacionados con
la obesidad (Tucakovic et al.,, 2018). En general, se recomienda el consumo de antocianinas como
complemento para la prevencion y/o el tratamiento de trastornos mencionados (Zhang et al., 2019).

El fruto de Gaultheria glomerata (Cav) Sleumer es considerado un alimento nutracéutico y funcional de gran
interés para la agroindustria alimentaria por el alto contenido de antocianinas monoméricas totales,
compuestos fendlicos y vitamina C (Espinoza et al., 2017). Los frutos con coloracion roja, azul o morada son
considerados colorantes alimenticios y poseedores de antocianinas que son agentes potenciales en el
procesamiento de productos con valor agregado utilizados en el consumo humano (Garzén, 2008). Sobre el
fruto de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer no existen investigaciones suficientes acerca de la identificacion
y conservacion de tipos de antocianidinas y la capacidad antioxidante de sus extractos.

Cabe resaltar que, por las consideraciones mencionadas, se realiz6 el presente estudio con el objetivo de
determinar los componentes bioactivos y capacidad antioxidante en extractos de frutos de Gaultheria
glomerata (Cav.) Sleumer en diferentes estados de conservacion, cuyos resultados ayudarian al uso de los
colorantes procedentes de los extractos naturales de este fruto en la industria alimentaria; ademas, de ser
una alternativa de alimento funcional en beneficio de la salud humana.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Los frutos nativos de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (Fig. 1) fueron recolectados de la Comunidad de
Sotapa, perteneciente al distrito de Huancarama, provincia de Andahuaylas, departamento de Apurimac,
Perd, ubicada a 2965 m de altitud. Los frutos fueron seleccionados los maduros y analizados en fresco,
congelado y seco. Para el estado congelado se mantuvo a -20 °C durante 5 dias, mientras para el estado
seco se colocé a 60 °C por dos horas en estufa de conveccion forzada.

Materiales y reactivos

Estdndares de antocianinas peonidina (lote 75292147), petunidina (lote 86984083) suministrados por The
nature network; delfinidina (lote BCCB3750), cianidina (lote 102061993), pelargonidina (lote SLCB7655)
suministrados por Sigma Aldrich; solventes como metanol, &cido acético, acetonitriio grado HPLC
suministrados por JT Baker.
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Fig. 1: Frutos nativos de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer

Extraccion de pigmentos antocianicos

Para extraer los pigmentos antocianicos de los frutos triturados en un molino de cuchillas, se utilizé6 metanol
acidificado al 0.01% con HCI en una relacion fruto: solvente (10:100; p/v) (Castillo et al., 2010), posteriormente
se filtr6, concentrd, centrifugd y afor6é a un volumen definido para los posteriores andlisis de este extracto
purificado (Barragan et al., 2018).

Espectrofotometria UV—Visible

Se ha caracterizado en forma cualitativa las antocianinas usando un espectrofotometro Thermo Scientific
GENESYS 180S UV VIS a una longitud de onda de 300 a 700 nm, cuyas lecturas se hicieron a una velocidad
de registro de 1600 nm/min, con 5 nm de resolucién de datos, usando metanol acidificado como solvente
(Barragan et al., 2018).

Espectrometria FTIR-ATR

Se ha caracterizado los grupos funcionales de las antocianinas por espectrometria FTIR ATR en un intervalo
de longitud de onda de 4000 a 600 cm™ respecto a su transmitancia en extractos de muestras semisélidas
previamente purificadas e interpretando dichos espectros con el software OMNIC del equipo FTIR Thermo
Scientific iS 50, utilizando el método adaptado por (Paraiso et al., 2020).

Identificacién por cromatografia HPLC

El primer paso para separar las antocianinas del extracto de los frutos del Gaultheria glomerata (Cav.)
Sleumer, fue la filtracion utilizando cartucho Sep-Pak C-18 corto para separar las agliconas y recuperando
este filtrado con metanol acidificado al 0.01% con HCI (Barragan et al., 2018). Luego de filtrado los extractos
de los frutos de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer, se ha separado las antocianidinas en el cromatografo
HPLC serie 1200 Agilent Technologies Waldbronn, Alemania, con un detector de arreglo de fotodiodos DAD
a 520 nm bajo las siguientes condiciones; se ha usado columna Zorbax Eclipse XDB-C18 4.6 mm x 250 mm
X 5 um, precolumna Zorbax Eclipse XDB-C18 4.6 mm x 12.5mm x 5 ym, temperatura de la columna 40 °C,
presion de trabajo 135 bar, volumen de inyecciéon 1 L, rango de flujo 1.0 mL/min, fase eluyente A (acido
aceético, MeCN, HzPOa4 (10:5:1); eluyente B: acetonitrilo y en gradiente 0 min 5% de B, 1 min 8% de B, a 2 min
10% de B, a 15 min 20% de B, de 17 a 18 min 100% de B. La caracterizacion de antocianinas en el extracto
se determiné por similitud con estdndares de delfinidina y cianidina (Del Carpio et al., 2009) teniéndose
retenciones en 5.03 minutos (31.8 mAU) y 6.58 minutos (23.3 mAU) respectivamente, mediante el método
adaptado por (Vieira et al., 2017)

Cantidad de antocianinas totales (CAT)

En vista que las antocianinas poliméricas se presentan en extractos afiejos o fermentados, en estos extractos
de frutos de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer se ha cuantificado las antocianinas monoméricas por el
método de pH diferencial adaptado por (Barragén et al., 2018); para el cual se ha usado dos sistemas buffer:
cloruro de potasio (KCI) pH 1.0 (0.025 M) y acetato de sodio (CHsCOONa) pH 4.5 (0.4 M (Giusti y Wrolstad,
1996), usando un espectrofotbmetro UV-Visible (Genesys 180S Thermo Scientific, EE.UU.), a 520 y a 700
nm, calculando las antocianinas monomeéricas como cianidina-3-glucésido en base a las ecs. 1y 2:
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A = (Asyo — A700)pH1.0 — (Asz0 — A700)pH4—.5 1)

AxPMxFDx1000 )
exl

CAT( mg cianidina—3-glucésido/ L) —

Donde: A = cambio en la absorbancia, CAT = contenido de antocianinas (mg/L), PM = masa molecular para
cianidina-3-glucésido 449.2 g/mol, € = coeficiente de extincion molar para cianidina-3-glucésido 26900
L/mol.cm, | = camino éptico de celda 1 cm y FD factor de dilucion.

Determinacion de polifenoles totales (PFT)

La cuantificaciéon de polifenoles totales (PFT) fue determinado usando el método Folin-Ciocalteu (Singleton et
al., 1999) adaptado por (Barragén et al., 2018), usando como patron de referencia el acido gélico desde 0 a
0.2 (mg/mL) resultando R? 0.969 cuya curva de calibracién es Y = 2.701X — 0.0354. Usando la ecuacion 3.
mg acido galico.  (Abs.yyestra— A) )
litro B B

PFT( «FD

Donde Abs. muestra es absorbancia de la muestra, A intercepto, B pendiente, FD factor de dilucion.

Capacidad antioxidante método DPPH

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es un radical libre estable en medio metandlico por tener un
electron desapareado sobre su molécula que no se dimeriza. La deslocalizacion del electron intensifica su
color violeta que, al reaccionar con el sustrato antioxidante, este color violeta se desvanece porque el
antioxidante dona un &tomo de hidrégeno al radical DPPH y éste cambio de color es cuantificado como
capacidad antioxidante método DPPH después de 30 a 60 min dandose lectura en un espectrofotometro UV
Vis Thermo Scientific a 515 nm. Para la determinacion de la capacidad antioxidante de los extractos, se han
usado como patrén de referencia el trolox desde 0 a 800 (umol/L) por lo que, tanto los extractos como el
estandar actuaron reduciendo el radical DPPH (Brand-Williams et al., 1995). A una solucién DPPH 0.1mM
con unvolumen de 1.2 mL ajustada a absorbancia de 0.700 a 515 nm se le agrega 100 uL del extracto muestra
diluido o estdndar segun sea el caso, luego de guardar 30 minutos en oscuridad leer las absorbancias por
espectrofotometria a la misma longitud de onda, usando como sustancia estandar el trolox. La actividad
antioxidante total fue expresada como (umol trolox/g). Usando el solvente metanol como blanco (Barragan et
al., 2018). Determinandose el R?0.9918 y su ecuacion Y = 0.0008X + 0.0101. Usando la ecuacion 4.

pmol trolox  (AbS.yyestra— A)
Lito 7 B

«FD (4)

TEAC DPPH (

Donde Abs.muestra es absorbancia de la muestra, A intercepto, B pendiente, FD factor de dilucién.

Andlisis estadistico

Los datos se procesaron mediante analisis de varianza y las medias fueron comparadas con la prueba de
Tukey con alfa 0.05, previamente se realiz6 la prueba de Shaphiro - Wilk para la normalidad y la prueba de
Levene para homogeneidad de varianzas. Se utiliz6 el software estadistico InfoStat version 2020. Los
resultados se presentan en medias + desviacion estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para una mejor presentacion los resultados se organizan en siete subsecciones: espectro ultravioleta visible
de antocianinas, espectros de antocianinas mediante espectroscopia infrarroja, cromatograma HPLC,
cuantificacion de antocianinas totales mediante el método de ph diferencial, cuantificacion de polifenoles
totales, y determinacion de capacidad antioxidante.

Espectro ultravioleta visible (UV-Vis) de antocianinas

Los resultados se muestran en la Fig. 2. Los espectros UV-Vis presentaron sefiales de bandas de absorcion
en la regidn visible que oscila entre 500 a 545 nm lo cual evidencia la existencia de antocianinas (Ortega y
Guerra, 2006), estos resultados son similares al espectro UV-Vis encontrados para antocianinas en manzana
malaya (Syzygium malaccense) (Zapata et al., 2014).

6 Informacién Tecnoldgica — Vol. 32 N° 5 — 2021



Antocianinas y capacidad antioxidante en extractos de frutos secos y congelados Barragan-Condori

1.00

0.75

Absorbancia

0.50

0.25

T T T

300 400 500 600

Longitud de onda (hm)

Fig. 2: Espectro UV VIS de antocianinas de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer
Espectros de antocianinas mediante espectroscopia infrarroja

Los resultados se muestran en la Fig. 3. Los espectros FTIR- ATR en la matriz observada presentan grupos
funcionales de absorcion C=0 entre 1615 cm™, aromaticos entre 1246 y 1404 cm™ y la de OH* quelatado (o-
hidroxicetona) a 3281 cm™ y combinaciones C-H a 2934cm, los mismos que son caracteristicas de una
estructura de antocianinas en los extractos de frutos de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer, estos resultados
fueron interpretados segln la descripcion de (Pavia et al., 2014) y adaptado por (Barragan et al., 2018).
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Fig. 3: Espectro FTIR-ATR en extractos de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer
Cromatograma HPLC

En la figura 4 y 5 se presentan los cromatogramas del extracto purificado que fue aislado como extracto de
frutos de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer, registrado a 520 nm de longitud de onda, las mismas que
fueron comparados con distintos estandares de antocianinas, coincidiendo la delfinidina y cianidina en los
tiempos de retencion 5.03 y 6.58 min respectivamente como derivados glicosidados. En forma similar
encontraron por HPLC delfinidina, petunidina, cianidina, malvidina y peonidina en el cheqche (Berberis
boliviana L.) (Del Carpio et al., 2009) y cianidina en (Coriaria ruscifolia L.) (Barragan et al., 2018). También
similarmente encontraron cianidina y pelargonidina, por HPLC DAD, en frutos antocianicos de mulberry
(Morus alba L., Moraceae) (Qin et al., 2010).

Cuantificacion de antocianinas totales (CAT) mediante el método de pH diferencial

Los resultados de la evaluacién del contenido de antocianinas totales en extractos de Gaultheria glomerata
(Cav.) Sleumer se muestran en la Tabla 1, segiin método de pH diferencial adaptado (Barragan et al., 2018).
Se encontré mayor contenido de antocianinas en frutos de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer en estado de
conservacion fresco y congelado versus seco. La diferencia de antocianinas de los frutos secos con respecto
al fresco es por la degradacién de antocianinas causado por la senescencia de las antocianinas a causa de
la temperatura de secado. Entre el estado de conservacion fresco y congelado no hubo diferencia (P>0.05)
de contenido de cianidina 3-glucosido/100 g de fruto de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer.
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Fig. 4: Cromatograma HPLC de extractos de frutos de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer a 520 nm
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Fig. 5: Cromatograma HPLC de extractos de frutos de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer a 520 nm
comparado con estandares a) delfinidina (5.03 minutos y b) cianidina (6.58 minutos)
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Estos resultados son similares al contenido de antocianinas totales en frutos de extractos de Vaccinium
parvifolium (arandanos rojos), donde encontraron 34 mg de cianidina 3-glucdsido/100 g (Moyer et al., 2002)
entre otros. Datos expresados en media * desviacion estdndar, n = 5. Letras con superindice diferente dentro
de la columna expresan diferencias significativas (P<0.05).

Tabla 1: Contenido de antocianinas totales (CAT) de extractos de frutos de Gaultheria glomerata
(Cav.) Sleumer.

Estado de conservacion CAT (mg cianidina 3-gluc6sido/100g)
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer fresco 19.15 + 4.12°
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer congelado 21.71 4+ 2.824
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer seco 12.92 + 1.988

Cuantificacion de polifenoles totales (PFT)

Los resultados de la evaluacion del contenido de polifenoles totales de extractos de Gaultheria glomerata
(Cav.) Sleumer mostrados en la Tabla 2, aplicando el Método Folin - Ciocalteu adaptado (Barragan et al.,
2018), presentan menor contenido de polifenoles totales 820.3 en frutos secos con respecto al fresco y
congelado de 1804.1 y 1585.5 mg de acido galico/100 g (b.s.) respectivamente, esto porque en los frutos
secos se degradaron sus componentes bioactivos en cambio en el congelado se mantuvieron dichas
propiedades funcionales. Estos valores son similares a los frutos silvestres de Rubus ideaus L. donde
encontraron 1489 + 33 mg de acido galico/100 g (Pantelidis et al., 2007). Datos expresados en media +
desviacion estandar, n=5. Letras con superindice diferente dentro de la columna expresan diferencias
significativas (P<0.05).

Tabla 2: Contenido de polifenoles totales (PFT) de extractos de los frutos de
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer.

Estado de conservacion PFT (mg acido galico/100g)
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer congelado 1585.49 + 210.624
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer seco 820.73 + 71.0508
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer fresco 1804.07 + 342.794

Determinacién de capacidad antioxidante DPPH

Los resultados de la capacidad oxidante de los frutos de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer se muestran
en la Tabla 3, expresados como capacidad antioxidante en equivalentes Trolox, adaptado (Barragan et al.,
2018), para extractos de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer por el método DPPH. Entre los tres estados de
analisis fresco, congelado y seco, la capacidad oxidante fue similar para los extractos de Gaultheria glomerata
(Cav.) Sleumer. Estos resultados son soportados por los estudios realizados en frutos de mortifio donde
encontraron 24.04 umol trolox/g (Sanchez, 2012) que son similares al presente estudio. Datos expresados en
media + desviacién estandar, n=5. Letras con superindice diferente dentro de la columna expresan diferencias
significativas (P<0.05).

Tabla 3: Capacidad antioxidante DPPH de extractos de los frutos de Gaultheria
glomerata (Cav.) Sleumer.

Estado de conservacion Metodo DPPH (umol trolox/g)
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer fresco 38.39 + 1.254
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer congelado 35.10 + 5.754
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer seco 36.81 + 0.96*
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CONCLUSIONES

En los extractos de frutos de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer, se encontraron alto contenido de
antocianinas totales, polifenoles totales y presencia de antocianidinas como delfinidina y cianidina, lo que
sugiere que poseen alta capacidad antioxidante; por tanto, podria utilizarse como colorante aditivo natural en
la industria alimentaria y constituirse como alimento funcional para mejorar la salud humana, siendo el mejor
estado de conservacion de estos frutos el congelado con referencia a los frutos secos.
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