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RESUMEN

La presente investigacion tuvo por objetivo determinar mediante un estudio in vitro
el efecto del extracto hidroalcohdlico del fruto de Rubus Idaeus (frambuesa) sobre
radicales libres. Para ello primero se determind el contenido de antocianinas del
extracto hidroalcohdlico de frambuesa por el método PH diferencial y se obtuvo un
contenido de antocianinas de 24.01 + 0.52 mg/100 mg. También se determinoé la
capacidad para inhibir radicales libres de DPPH donde utilizaron concentraciones
del extracto hidroalcohdlico de frambuesa a 25, 50, 75, 150, 300, 450, 600 pg/ml, y
con las absorbancias medidas en el espectrofotdmetro a 517 nm se obtuvo la
concentracion inhibitoria media IC50 de 929.78 pug/ml, asi también se realiz6 para
vitamina C a concentraciones de 0.01mM, 0.02mM, 0.05mM y 0.2mM se obtuvo un
IC50 de 0.14 pM/L. Por ultimo, el extracto hidroalcohdlico de frambuesa a
concentraciones de 5, 50, 150, 300, pg/ml se obtuvieron porcentajes de inhibicién
de radical hidroxilo en promedios 2.70%, 9.13%, 17.37%, 15.70% respectivamente
y las mismas concentraciones para la vitamina C se obtuvieron porcentajes de
inhibicién de radical hidroxilo en promedios 22.91%, 53.42%, 72.28% y 93.29%
respectivamente. Con los resultados obtenidos se llega a la conclusion de que el
efecto antioxidante de la frambuesa es gracias a las antocianinas que contiene,
aungue su capacidad antioxidante (eliminacion de radicales libres) es menor al
compararla con la vitamina C y con otros tipos de frutos y frambuesa provenientes

de otros lugares.

Palabras clave: Antioxidantes, antocianinas, radicales libres (DeCS/MeSH).
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ABSTRACT

The objective of this investigation was to determine through an in vitro study the
effect of the hydroalcoholic extract of the fruit of Rubus Idaeus (raspberry) on free
radicals. For this purpose, the anthocyanin content of the hydroalcoholic extract of
raspberry was first determined by the differential pH method and an anthocyanin
content of 24.01 =+ 0.52 mg/100 mg was obtained. The capacity to inhibit DPPH free
radicals was also determined using concentrations of the raspberry hydroalcoholic
extract at 25, 50, 75, 75, 150, 300, 450, 600 pg/ml, and with the absorbances
measured in the spectrophotometer at 517 nm, the mean inhibitory concentration
IC50 of 929. 78 pg/ml, as well as for vitamin C at concentrations of 0.01mM,
0.02mM, 0.05mM and 0.2mM, an IC50 of 0.14 puM/L was obtained. Finally, the
hydroalcoholic extract of raspberry at concentrations of 5, 50, 150, 300, pg/mi
percentages of hydroxyl radical inhibition were obtained in averages 2.70%, 9.13%,
17.37%, 15.70% respectively and the same concentrations for the vitamin C
hydroxyl radical inhibition percentages were obtained in averages 22.91%, 53.42%,
72.28% and 93.29% respectively. The results obtained lead to the conclusion that
the antioxidant effect of raspberry is due to the anthocyanins it contains, although
its antioxidant capacity (elimination of free radicals) is lower when compared with
vitamin C and with other types of fruit and raspberries from other places.

Keywords: Antioxidants, anthocyanins, free radicals (DeCS/MeSH).
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I. INTRODUCCION

La frambuesa con su nombre cientifico Rubus Idaeus, también llamada Fupenzi en
China, es un matorral cultivado en territorios de zonas templadas de todas las partes
del mundo.'? El consumo de diversos alimentos nos ayuda a mejorar nuestrasalud,
en particular el consumo de frutos rojos como arandanos, frambuesa, mora,etc.,
tienen esta propiedad antioxidante gracias a los flavonoides, se define como
complejos quimicos que el organismo emplea a fin de suprimir a los radicales
libres,® también ayuda al organismo a combatir el envejecimiento celular y a
prevenir diferentes enfermedades croénicas,* siendo estos motivos por los que la
demanda de frambuesas ha experimentado un crecimiento significativo en Europa
y América del Norte,®y se ha convertido en una fruta popular en China.® Existen
variedades de frambuesas, siendo las rojas la variedad mas consumida’; Las
antocianinas despiertan especial interés en estas frutas, debido a que estos
compuestos proporcionan el distintivo color rojo-pUrpura y poseen propiedades
bioactivas.®

La frambuesa (Rubus Idaeus L.) tiene gran demanda en el mercado mundial este
cultivo se caracteriza por sus grandes propiedades nutritivas. En los ultimos 5 afios
hasta el 2014 la produccion habia incrementado miles de toneladas en todo el
mundo,® siguiendo una tendencia de aumento hasta la actualidad.

Las frambuesas rojas, estan tomando mas importancia en diferentes aplicaciones,
debido a sus beneficios hay un mayor aumento en su consumo y en la integracion
dentro de una dieta balanceada,'® como beneficios se ha descubierto que permite
un transito intestinal mas rapido, una menor absorcién de glucosa,! disminuye la
acumulacioén de lipidos,*?14 disminuye el envejecimiento,!® trayendo asi diversas
mejoras para la salud y bienestar.'® La frambuesa entera y los extractos se han
estudiado por su potencial terapéutico para mejorar los biomarcadores de
enfermedades y las condiciones patolégicas.'”18 Diferentes publicaciones de
investigacion describen la composicién nutricional y fitoquimicos presentes en la
frambuesa y el potencial que tienen hacia las patologias crénicas®® como son ECV,
diabetes mellitus, cancer, sobrepeso corporal y neurodegeneracion.®20 Asi también
las probables utilidades para la salud por la ingesta de frambuesa incluyen una

mejor respuesta a la insulina, glucosa y metabolismo de los lipidos, asi como



propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.?! Estas bioactividades se han
relacionado con la prevencidon de muchas patologias humanas, como las
mencionadas anteriormente.*

Como producto de fuentes externas o del propio metabolismo celular puede haber
un aumento significativo de radicales libres, causando efectos negativos en la salud
relacionados al cancer. Por otro lado, los compuestos antioxidantes pueden reducir
el dafio oxidativo y por lo tanto también una reduccion de tumores y efectos en las
etapas del cancer.??

Ahora, tras los eventos ocurridos por la pandemia de COVID-19 con el dafio directo
y secuelas en las personas que fueron afectadas por la enfermedad, asi como el
aumento de enfermedades cronicas como el cancer, es notable que la sociedad
esta tomando mayor conciencia acerca del cuidado preventivo de su salud, siendo
importante mantener una dieta balanceada que ayude a este fin. Como parte
importante de la dieta diaria, el consumo de frutas es de vital importancia, siendo
los frutos rojos como la frambuesa una buena opcion debido a su gran valor
nutricional,?32416 y sus propiedades antioxidantes con beneficios contra las
enfermedades crénicas como el cancer.3?°

Para conocer a detalle las propiedades beneficiosas de la frambuesa es necesario
realizar diversos estudios en laboratorio, pueden ser estudios In vitro y también
estudios In vivo para cuantificar el nivel de provecho que tiene y estimar el impacto
positivo en el ser humano. Estas propiedades pueden variar segun las condiciones
del lugar donde ha crecido el producto y segun la forma de alistarlo hasta llegar al
consumidor final.

Muchas de las siembras de frambuesa no han sido estudiadas aun,
desconociéndose con precision las potenciales propiedades que beneficiarian a la
poblacién que la consuma, por esto es importante darlo a conocer a través de esta
investigacion y sobre el impacto que tiene sobre estas patologias, en especial por
su efecto antioxidante y paralelamente promover el consumo y cultivo de este fruto
en nuestro pais.

Dado lo mencionado anteriormente, esta investigacion ofrece un estudio in vitro
sobre la influencia de la frambuesa sobre la concentracion de radicales libres,

dando a conocer asi su potencial como antioxidante y anticancerigeno, mostrando



datos precisos de estos beneficios que podran ser difundidos ante los productores
de frambuesa y la poblacion consumidora.

De acuerdo a lo descrito con anterioridad, se formulara el problema de
investigacion: ¢ Cual es el efecto del extracto hidroalcohdlico del fruto de Rubus

Idaeus (frambuesa) sobre radicales libres, en un estudio in vitro?

Objetivo general:
Determinar mediante un estudio in vitro el efecto del extracto hidroalcohdlico del
fruto de Rubus ldaeus (frambuesa) sobre radicales libres.
Obijetivos especificos:
- Determinar el contenido de antocianinas del extracto hidroalcohdlico del fruto
de Rubus Idaeus (frambuesa).
- Determinar el efecto del extracto hidroalcohdlico del fruto Rubus Idaeus
(frambuesa) en la inhibicion de radicales libres DPPH y determinar la
concentracion inhibitoria media IC50 comparado con la Vitamina C.
- Evaluar la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico del fruto de
Rubus ldaeus (frambuesa) sobre el radical hidroxilo «OH comparado con la
vitamina C.
En la presente investigacion la hipotesis planteada es la siguiente: El extracto
hidroalcoholico del fruto de Rubus Idaeus (frambuesa) tiene un efecto de

disminucion de radicales libres, en un estudio in vitro.

Il. MARCO TEORICO

ANTECEDENTES:

Diversos estudios referentes a la actividad antioxidante y capacidad para eliminar
radicales libres de frutos como la frambuesa forman una base para continuar con
toda una linea de investigacion alrededor de este fruto.

Salinas, et al.?®> En su investigacion, se analizé el contenido de &cido elagico libre y
las antocianinas en la frambuesa (Rubus idaeus L) de la variedad "Autumn Bliss"
en diversos grados de madurez y de diferentes procedencias. Estos compuestos
se determinaron utilizando la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

en fase inversa (RP-HPLC). Dentro de sus resultados se determiné que le color rojo



presente en la frambuesa es por las antocianinas, que son compuestos glicosilados
derivados de cianidina y pelargonidina, de estos compuestos depende la intensidad
de color. Segun el grado de maduraciéon que tuvieron 3 grupos evaluados,
determinaron que los grupos inmaduros solo presentaron 4 antocianinas, en cambio
el grupo maduros se presentaron hasta 8 antocianinas, de las antocianinas las que
obtuvieron mayor porcentaje fue la cianidina 3-soforosido y cianidina3-(2-
glucosilrutinosido). Cabe resaltar que estos resultados se dieron en la frambuesa
en estado maduro por eso da a notar el color rojo intenso.

Szymanowsk, et al.?® en su investigacion consiste en determinar la capacidad
antioxidante de la frambuesa utilizando 6 muestras (extracto crudo de frambuesa,
fraccidon fendlica de frambuesa, fraccion rica en antocianinas de frambuesa, jugo de
extracto crudo, jugo de fraccion fendlica y jugo de fraccién rica en antocianinas) las
cuales fueron analizadas con 3 diferentes métodos como el 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH), poder quelante Fe (que mide el EDTA acido
etilendiaminotetraacético) y poder reductor férrico (que mide el TE trolox
equivalente). La mayor actividad antioxidante se determind para el extracto crudo
de pulpa de frambuesa (RCE) en todos los métodos utilizados, siendo: 588,9 uM
equivalente de Trolox (TE)/100g para DPPH, 16,9 mg de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA)/100 g para poder quelante de Fe y 1912,0 uM
TE/100g para poder reductor férrico.

Shi, et al.?” evaluaron proantocianidinas aisladas de frambuesa en forma de eluatos
de acetona al 10%, 30%, 50% y 70% de concentracién denominados D1, D2, D3y
D4 respectivamente. Entre ellos, el componente D2 (polimerizacion promedio 4,4)
mostré mayor actividad antioxidante total, realizandose luego una comparacion con
la vitamina C. En el método de reduccion de iones de hierro, se observé que una
concentracion de 0,15 mg/ml tuvo un efecto en la reduccion de los iones de hierro,
la vitamina C a la dosis de 0,15 mg/ml redujo a los iones hierro equivalente al
48,63% del D2. En cuanto al método DPPH a una concentracion 0,05 mg/ml, se
obtuvo tasas de eliminacién de DPPH de mas del 92% para D2 y 79% para vitamina
C. En el método de radicales hidroxilos, se evidencié que a una concentracion de
0,1 mg/ml, el compuesto D2 elimind mas del 90% de los radicales libres, mientras

gue la vitamina C solo eliminé el 57%.



Kim, et al.? experimentaron con tres tipos de frambuesas entre ellas Golden
Harvest (amarilla), Canby (roja), donde aplicaron 3 diferentes métodos de analisis
que son: poder antioxidante reductor férrico (FRAP), la actividad depuradora de
radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y por dltimo el método depurador de
radicales del &cido 2,2-azinobis-(3-etilbenzo-tiazolina-6-sulfénico (ABTS). Como
resultado indican que en el método FRAP la actividad antioxidante de la frambuesa
roja Canby fue mayor que la frambuesa amarilla Golden Harvest. Esto se relacioné
con la capacidad de fenoles absolutos y antocianinas. Luego se obtuvo que la
eliminacion de radicales DPPH de la frambuesa amarilla Golden Harvest fue la méas
alta, a diferencia del primer método donde fue la méas baja. Finalmente, en el
método ABTS al igual que el método DPPH, se observéo que la actividad
antioxidante de este tipo de frambuesa amarilla Golden fue superior a la frambuesa
roja Canby.

Basak, et al.?® demostraron la eliminacién de radicales DPPH de dos tipos de
muestras, Rubus Lineatus (RLE) y Rubus Treutleri (RTE) donde los extractos de
frutas de las dos muestras mostraron una alta actividad de supresion de radicales
DPPH. Los productos IC50 de RLE y RTE son 41.40 6 0.59 y 60,13 6 0,41 mg/mL
respectivamente. A una concentracion de 200 mg/mL, se observé que el porcentaje
de inhibicibn mostrado por RLE y RTE fue 92.73 6 0.39% y 85.50 6 0.13%, que
fueron mas que el &cido ascérbico estandar que muestra un valor 58.5 6 0.02%. El
radical libore DPPH toma un electron para estabilizarse, o que reacciona con
cualquier agente reductor y cambia el color de la solucién. El color disminuye con
el aumento de la cantidad de antioxidantes. A partir de los resultados anteriores, se
puede observar que los extractos de frutas son ricos en antioxidantes, lo que
provoca una disminucion en el color de la solucibn a medida que aumenta la

concentracion del extracto.
BASES TEORICAS

Las frambuesas rojas (Rubus Idaeus) son del género Rubus y contiene
aproximadamente 740 especies, que se clasifican en 15 subgéneros. Las
frambuesas pertenecen al subgénero Idaeobatus, estas incluyen a las frambuesas

europeas.3°



La frambuesa que corresponde al linaje Rosaceae y es un matorral con tallo oculto
semilefioso, levantado, arduo. Cada afio arroja vastagos, las cuales se despliegan
en el primer periodo y en el segundo periodo florecen, maduran y sucumben, siendo
cambiados por recientes vastagos. El fruto alimenticio es una mezcla de la union
de drupelas. Las cafas de la frambuesa se distribuyen en primocafas las cuales

son vegetativas y floricafias entra en una etapa de floracién y fructificacién.3!

Hay variedades de primocafias que pueden florecer y fructificar, y son las mas
interesantes porque no hay que esperar hasta un afio para empezar a crecer. La
segunda categoria clasificalas cafias por su ereccién y habito de crecimiento
rastrero, y es la cafia vertical mas importante. Una tercera clasificacionde las
frambuesas, basada en habitos de produccion, es cultivo en floricafias (segundo

afio de verano) y cultivo en primocarias (primer afio de "otofio").3!

La frambuesa es apta para climas moderados con inviernos definidos (5 a 20 °C),
mientras las altas temperaturas afectan la fotosintesis y el desarrollo, las bajas

temperaturas estan asociadas a la florescencia, que precisa de 700 a 1200 horas
de frio en invierno. Para ello se recomienda un suelo profundo, rico y bien drenado,

es muy perceptible a la inundacién de raices. En este sentido, se recomienda un
suelo de estructura franco o limosa, con un pH ligeramente acido y una

conductividad inferior a 1,2 dS/m.31

Hay dos tipos de variedades de frambuesa: reflorecientes (remontantes) y no
reflorecientes. Las reflorecientes obtienen dos cosechas al afio, importante es su
primera cosecha en la parte apical de la cafia (tallo) y la segunda se obtiene en las
yemas, ademas necesitan menos horas frio. Por otro lado, las variaciones no

reflorecientes se desarrollan el primer afio y fructifican en el siguiente afio.3!

En la actualidad las investigaciones muestran que el fruto Rubus Idaeus tiene gran
cantidad de antioxidantes fendlicos bioactivos. Estos tienen una alta capacidad para
suprimir los radicales libres de oxigeno, impiden la oxidacion y el crecimiento de
bacterias patdogenas e impiden el crecimiento de ciertas lineas de células
cancerosas. Existe evidencia de que el fruto Rubus Idaeus y otras bayas pueden

tener un efecto beneficioso sobre varios tipos de cancer. Diferentes estudios han



evidenciado que los efectos anticancerigenos de los compuestos bioactivos de las
bayas son gracias a su capacidad para resistir, reducir y reparar el deterioro
provocado por el estrés oxidativo y la inflamacion. También, las sustancias
quimicas bioactivas de las bayas normalizan las enzimas metabdlicas cancerigenas
y exogenas, diversos factores de crecimiento y transcripcion, las citocinas
inflamatorias y los caminos de sefializacion subcelular para la proliferaciénde células
cancerosas, la apoptosis y la angiogénesis tumoral. Los fitoquimicos delas bayas
también pueden sensibilizar las células tumorales a los agentes de quimioterapia al
inhibir las vias que conducen a la resistencia al tratamiento, y el consumo de frutas
de las bayas puede brindar proteccion contra la toxicidad relacionada con el
tratamiento.3°

En términos de valor nutricional, las frutas de color rojo, como Rubus Idaeus
(frambuesa) contienen vitaminas (C, E, K), minerales (Ca, Mg, P, K, Mn, Cuy Fe),
también contiene fibra soluble, azlcares, &cido citrico y compuestos
fendlicos,?32416 también tienen un bajo indice glucémico, una menor cantidad de

carbohidratos y una cantidad considerable de fibra dietética.3?

Como parte de su composicion quimica, la frambuesa contiene muchos
compuestos bioactivos valiosos, como polifenoles, proantocianidinas, flavonoides,
fibra dietética, &cidos grasos poliinsaturados (PUFA), tocoles y fitoesteroles.®31” Se
ha determinado que compuestos como las proantocianidinas tienen antioxidantes,3
con efectos hipolipemiantes reductores del colesterol,® y potenciadores del sistema
inmunitario.®® La variedad de fitoquimicos es procedente de los alcaloides, fenoles,
terpenos y glucosidos. Los fenoles son el componente bioquimico mas importante
en el Rubus Idaeus (frambuesa) para la medicina tradicional. Dentro de los
compuestos fendlicos del Rubus Idaeus estan los flavonoides que proporcionan
capacidad antioxidante, compuestos como flavonas, isoflavonas, catequinas y la

pigmentacion azul, rojo, purpura que se da por las antocianinas.°

En la composicion fendlica en la frambuesa, estos son metabolitos secundarios que
aparecen mas en las plantas y tienen un desempefio fisioldégico importante. Los
perfiles de compuestos bioactivos pueden cambiar segun las condiciones, como la
etapa de crecimiento y la variedad de frambuesa. Se ha encontrado que las

antocianinas y los elagitaninos son los principales aportadores del efecto



antioxidante en las frambuesas y otras plantas del género Rubus. Las antocianinas
se localizan esencialmente en las vacuolas de las células vegetales. En las
frambuesas, los identificados en concentraciones mas altas son: cianidina-3- O -
soforésido, cianidina-3- O - glucosilrutinosido y cianidina-3- O — glucadsido.
Referente a los elagitaninos, se han identificado: sanguiin H-6 y lambertianin C, en
cantidades considerables en las frambuesas. Los elagitaninos se clasifican como
taninos hidrolizables dado que liberan acido galico y elagico cuando se hidrolizan.
El 4cido galico y los restos de hexahidroxidifenoilo mdultiple (HHDP) son las

subunidades centrales en la estructura quimica de los elagitaninos.?’

Las frambuesas contienen altas concentraciones de &cido elégico, derivado del
acido galico, a diferencia de otras frutas. Este compuesto se puede encontrar en
diferentes formas, ya sea libre, glicosilada o como elagitaninos. Su importancia
radica en su potencial capacidad para suprimir tumores en las glandulas mamarias,

lo que sugiere propiedades con potencial anticancerigeno.?®

El término "antocianinas" nace de la union de las palabras griegas "anthos" que
significa "flor" y "kyanos" que se refiere al color "azul". Estas sustancias se
consideran una subclase de los flavonoides y también se conocen como
flavonoides azules. Estos compuestos son de origen vegetal, no contienen
nitrogeno y pertenecen al amplio grupo de los flavonoides que se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza. Estas sustancias son responsables de
proporcionar colores como rojo, anaranjado, azul y purpura, estas las podemos
encontrar en diversas frutas y flores como la frambuesa roja, azul y negra,
zarzamora, cereza, ciruela, mora azul, uva azul y negra. Generalmente, las
antocianinas se encuentran en la cascara o piel de estas. También se pueden

encontrar en la parte voluminosa o carnosa.®®

Las antocianinas son pigmentos que se disuelven en agua y son facilmente visibles
para el ser humano. En su estructura, consiste en un nucleo de flavon, que consiste
en dos anillos aromaticos enlazados por una unidad de tres carbonos. La cantidad
de grupos hidroxilo y metilo presentes en el anillo "B" de la molécula determina la
antocianidina, que es la forma aglicona de las antocianinas. Podemos sefialar que

las tres primeras antocianidinas son mas frecuentes en frutas, mientras que las



restantes se encuentran principalmente en flores. Las frutas rojas, especialmente
las bayas y uvas rojas, los cereales, el maiz morado, los vegetales y el vino tinto

son fuentes fundamentales de antocianinas.3°

El estudio de las antocianinas ha ganado importancia debido a sus propiedades
farmacoldgicas y terapéuticas al ser consumidas. Diversas investigaciones han
demostrado su papel en la reduccion de enfermedades coronarias, asi como su
potencial anticancerigeno, antitumoral, antiinflamatorio y antidiabético. Estos
efectos se deben a que las antocianinas estan asociadas con su accion
antioxidante. De igual modo, Wang y Lin (2000) en su investigacién, pudieron
comprobar que la mayoria de las frutas ricas en antocianinas tienen una clara
actividad antioxidante frente a la presencia de radicales libres como el peroxido de

hidrogeno, los radicales peréxidos, el superéxido y el hidroxilo.39

La vitamina C, o acido ascorbico, es una vitamina hidrosoluble que se forma a partir
del metabolismo de la glucosa. Funciona como un agente reductor y desempefia
un papel fundamental en la formacién de fibras de colageno mediante el proceso
de hidroxilacion de la prolina y la lisina. Ademas, juega un papel crucial en la
proteccion del cuerpo contra el dafio provocado por los radicales libres. Los
humanos no son capaces de producir &cido ascorbico, debido a la falta de la enzima
gulonolactonaoxidasa. Los leucocitos y los niveles de vitamina C en el plasma
demuestran el consumo de esta vitamina a través de la dieta diaria y los depdsitos
en el cuerpo. Algunos alimentos ricos en esta vitamina, se encuentran en la papa,
tomate, yuca, en referencia a citricos tenemos los mas conocidos entre mandarinas,

naranjas, limones y limas.*°

Una cualidad destacada de la vitamina C es su habilidad para funcionar como un
agente reductor de gran potencia, lo que le confiere una notable capacidad
antioxidante para contrarrestar los efectos perjudiciales de los radicales libres.
También se ha observado que en ciertas condiciones fisioldgicas puede
comportarse como un compuesto oxidante peligroso al generar radicales libres. Se
ha comprobado que esta vitamina tiene la capacidad de interactuar con metales de

transicion, como el cobre y el hierro, lo que conduce a la formacion de compuestos



intermedios que pueden generar radicales hidroxilos. Estos radicales, altamente

reactivos, pueden ocasionar dafio en molecular.*!

Los radicales libres son moléculas que se mantienen con un electron en desparejo
en la orbita externa. Normalmente son inestables y reactivos estamos hablando de
los radicales libres. Dentro de estos tenemos a los de oxigeno, como superoxido,
hidroxilo, peroxilo (RO 2 ), alcoxilo (RO *) e hidroperoxilo (HO 2 +). De nitrogeno
tenemaos, el 6xido nitrico y el dioxido de nitrégeno (» NO 2). Entre estos dos ejemplos
de radicales libres pueden llegar cambiar en distintas especies reactivas no
radicales, esta el peréxido de hidrogeno, el acido hipocloroso (HOCI), el acido
hipobromoso (HOBr) y el peroxinitrito (ONOO -). Los radicales libren, tiene gran
importancia en la vida y la evolucion bioldgica, relacionado sus resultados sobre los
organismos. Debemos tener en cuenta, el efecto que tienen los radicales libres
funcionan como moléculas reguladoras y de sefalizacion a niveles fisioldgicos, y

como oxidantes son altamente perjudiciales y citotoxicos a niveles patoldgicos.*?

Diferentes investigaciones sobre los radicales libres y especies reactivas lo asocian
a nuestro equilibrio homeostético, para el estrés oxidativo se emplea moléculas
radicales y no radicales por lo que son agentes oxidantes. También se considera
que el estrés oxidativo se manifiesta en diversas enfermedades asociadas, en los
cuales varia la funcion celular, ayudando al progreso de enfermedades
degenerativas y/o cronicas como la aterosclerosis, cardiomiopatias, enfermedades
neuroldgicas y cancer. Los efectos negativos para la salud estan asociados con un
aumento superior al normal en la concentracion de radicales libres. Este
desequilibrio puede surgir del metabolismo celular normal in situ o de fuentes
externas. Las ROS y el ARN pueden volverse cancerigenos porque interfieren en
el aumento y funcionabilidad de las células. Ademas, los antioxidantes poseen una
capacidad destacada para donar electrones y disminuir los ROS en las células. Por
lo tanto, tienen efectos anticancerigenos al afectar diferentes etapas de la
carcinogénesis. El crecimiento tumoral reducido se asocia con una dieta
suplementada con antocianinas, flavonoides y taninos hidrolizables.??

La accion descontrolada de la oxidacion en nuestro cuerpo se conoce cComo
actividad oxidante, y esto ocurre debido a una produccion elevada de radicales
libres, los cuales son agentes oxidantes que pueden originarse tanto por factores
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externos como internos del organismo. Por lo tanto, la actividad antioxidante de una
sustancia o particula pueden llegar a prevenir o reducir la oxidacion de células el
cual se da mediante el mecanismo de accion de diferentes compuestos,
permitiendo la disminucién en la degeneracién de células relacionadas con diversas

enfermedades.*?

Cuando la generacion de radicales libres excede la cabida antioxidante del
organismo humano, se produce un estado de ROS, el cual puede ser el origen de
diversas enfermedades como la psoriasis, ademas de estar relacionado con
condiciones como el cancer, diabetes mellitus y aterosclerosis. A pesar de que el
organismo humano dispone de un sistema antioxidante que incluye tanto
sustancias enziméticas como no enzimaticas, su capacidad suele verse superada
por los compuestos que generan radicales libres, lo que conduce al desarrollo de
estrés oxidativo. Para contrarrestar los efectos dafiinos de los radicales libres, es
fundamental incorporar en nuestra dieta frutas y verduras que posean una elevada
capacidad antioxidante. Estos alimentos son ricos en diversos compuestos
beneficiosos como antocianinas, vitamina C, polifenoles, flavonoides, 3-caroteno,

licopeno, entre otros compuestos.*!

lIl. METODOLOGIA

3.1. Tipo y disefio de investigacion:

Tipo de estudio:

La investigacion es basica, mediante la comprension de hechos observables,
relaciones entre los entes, y de los aspectos relevantes de los fendmenos se dirige
a un conocimiento completo.*

El nivel de la investigacion es transversal descriptiva, donde los datos se obtienen
en un tiempo Uunico, y cuyo propésito es describir variables y analizar su

interrelacion e incidencia en un solo momento establecido.#®
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El disefio de la investigacion es: No experimental.

La investigacion se representa por el siguiente grafico:

Xo
Go Yo

Disefio de la investigacion

Donde:

Go: Extracto hidroalcohdlico del Fruto Rubus Idaeus en estado maduro
Xo: Contenido de antocianinas
Yo: Actividad antioxidante en porcentaje de inhibicion de DPPH

3.2. Variables y operacionalizacion:

Contenido de antocianinas:

Definicién conceptual: Las antocianinas son los principales aportadores del efecto
antioxidante en las frambuesas y otras plantas del género Rubus.?’ Las
antocianinas son responsables de la gama de colores que abarcan desde el rojo

hasta el azul en varias frutas, vegetales y cereales.®

Definicion operacional: ElI método del pH-diferencial permite la estimacion
alternativa del contenido de antocianinas totales. Esta concentracion se determina
con la absorbancia a un pH diferencial. Estas Moléculas dan dos bandas de

absorcion en la region UV (260-280 nm) y la regién visible (490-550 nm).*6

Indicadores: mg/100g

Concentracion de radicales libres:

Definicién conceptual: Los radicales libres son a&tomos individuales o grupales con
un electron desapareado o libre por lo cual son altamente reactivos y captan un
electron de moléculas mas estables para asi lograr la estabilidad electroquimica.??
Definicion operacional: La concentracion inhibitoria media maxima (IC50)
representa la eficacia de un compuesto para atenuar la funcién

biolégica/bioguimica,*’ para este estudio la eliminacion de radicales libres.
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El porcentaje de captacion de radicales libres se obtiene al mezclar 2 sustancias
(radical e inhibidor). Aqui se tiene como elemento inhibidor al extracto de frambuesa
y la Vitamina C, y como radical libre al radical hidroxilo «OH.

Esto se determiné mediante 2 métodos: método DPPH y método de eliminacion de

radicales hidroxilos. Para ambos se comparara su efecto con la vitamina C.

Indicadores:

- DPPH: IC50 pg/mL
- Radical hidroxilo: % de captacion de radicales hidroxilos
Escala de medicion:

- Cuantitativa de razon

3.3. Poblacion y muestra

Poblacion: Fruto de Rubus Idaeus (frambuesa) en estado maduro adecuado para
el consumo, se recolecté en la provincia de Vird, del departamento de la Libertad.
Muestra: En el presente estudio se utilizé 500 gr de fruto de Rubus ldaeus
(frambuesa) en estado maduro y buenas condiciones, recolectadas en la Provincia
de Vird, del departamento de la Libertad, con coordenadas de latitud -8.447978, y
longitud -78.724904.
Criterios inclusion

- Elfruto debe presentar caracteristicas organolépticas aceptables.

- Elfruto no debe presentar plagas o microorganismos patégenos.

- Fruto libre de golpes o magulladuras.
Criterios de exclusion

- Frutos con magulladuras.

- Frutos que no presentan caracteristicas organolépticas adecuadas.
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3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos:

Para la recoleccion de datos se aplico la técnica de la observacion, empleando el
método DPPH para determinar la concentracién inhibitoria media (IC50) y el método
de eliminacion de radicales libres de hidroxilo (¢OH) que fue empleado para
determinar el efecto del extracto de frambuesa para eliminar radicales hidroxilo
comparado con el efecto de la Vitamina C.

Como instrumento se utilizaron tablas de recoleccion de datos donde se registraron
las concentraciones de las muestras preparadas y los resultados de los andlisis
como el contenido de antocianinas, los indicadores de concentracion inhibitoria

media (ICso0) y porcentaje de captacion de radicales hidroxilos.
3.5. Procedimientos:

Clasificacién taxondmica de Rubus ldaeus “Frambuesa”
La validacion taxonémica se realizé en el Herbarium Truxillense de la Facultad de

Ciencias Biologicas - Universidad Nacional de Trujillo. (Anexo 2)

Recoleccion de las muestras

Se recolectdé 2.5 Kg del fruto de Rubus Idaeus en el mes de abril del 2023
procedente de Virl - La Libertad. El fruto se empaqueto en un recipiente de plastico
forrado con papel blanco y una caja de carton para asi evitar los golpes del fruto
hasta llegar a la ciudad de Truijillo.

Preparaciéon de la muestra®®

Se realizo la seleccion y se pesaron 500 g de frambuesa en estado maduro
(completamente rojas), luego se procedio a retirar impurezas lavandolas con agua
de cafio, y luego desinfectando con hipoclorito de sodio diluido (1 ml de NaClO4%
en 1 litro de agua potable), dejando ahi por un lapso de 10 minutos. Por ultimo, para
retirar los residuos del hipoclorito de sodio se enjuagaron con agua destilada.
Preparacion del extracto etandlico

Los frutos de frambuesa desinfectados se trituraron en un mortero, seguidamente
se coloco en recipientes de vidrio &mbar para macerar con 200 ml de etanol al 80%,
se agitd durante 15 minutos y luego se almacend en completa oscuridad a

temperatura ambiente durante 7 dias.
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Pasado ese tiempo, el producto se filtré con papel filtro Whatman N° 41 en vasos
de precipitacion, luego se midio y anoto el volumen obtenido.

Determinacion de contenido de antocianinas

El método utilizado para analizar la concentracion de antocianinas fue el método de
pH diferencial. Inicialmente, se prepararon dos soluciones: una solucién de cloruro
de potasio (KCI) 0,025 M con un pH de 1,0, y la otra solucién de acetato de sodio
0,4 M con un pH de 4,5. A continuacion, se diluyé 1 ml de muestra de extracto
hidroalcohdlico de frambuesa (Rubus idaeus) con 4 ml de agua destilada.
Asimismo, se prepara un blanco utilizando 1 ml de etanol al 80% y 4 ml de agua
destilada.

Se llevo un cabo de dos ensayos utilizando tubos de ensayo. En el primer ensayo,
se colocaron 0,3 ml de la dilucion del extracto hidroalcohdlico de frambuesa (Rubus
idaeus) en cada tubo y se agregaron 0,6 ml de buffer KCI 0,025 M con un pH de 1,
repetir tres veces. De manera similar, se realizé otro ensayo utilizando 0,6 ml de
buffer acetato de sodio 0,4 M con un pH de 4,5.

En el segundo conjunto de tubos de ensayo, se agregaron 0.6 ml de la dilucion del
extracto hidroalcohdlico de frambuesa (Rubus idaeus) en cada tubo, seguido de la
adicién de 1.2 ml de buffer KCI 0.025 M con un pH de 1, repetido tres veces. De
manera similar, se realizé otro ensayo utilizando 1.2 ml de buffer de acetato de
sodio 0.4 M con un pH de 4.5.

Se obtuvo una solucion de etanol al 80% diluido como blanco para ambos
tampones. Todas las soluciones, incluyendo las muestras de extracto, se colocan
en un espectrofotometro Kyntel Modelo kV 1200 para medir las absorbancias en el
rango de onda de 510 a 700 nm en los buffers pH 1 y pH 4.5. Este procedimiento
se repite para cada muestra de extracto.

La absorbancia (A) se calcul6 de la forma siguiente:

A= (Alvis—max - A)noo)le - (Alvis—max - A/1700)pH4-. 5 Ec.1
A = (4500 — A700)pH1.0 — (A500 — A700)pH4.5

La concentracion de antocianinas totales se obtuvo de la siguiente ecuacion:
Antocianinas totales (mg/L) = (A *PM «FD x1000)/(ex1) Ec.2
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Donde:
A: Absorbancia de la muestra antes calculada
PM: Significa peso molecular de antocianina como glucésido de acianidina
(449,2)
FD: Es el factor de dilucion que se utilizo en la ejecucion (15)
€ Es el coeficiente de extincion molar (26900)
1 Grosor de cubeta (1 cm)

1000: Es el factor de conversion de gramos a miligramos

Evaluacion de la actividad antioxidante por el método DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo)*®

Se diluyo el extracto hidroalcohdlico en 25, 50, 75, 150, 300, 450, 600 ug/ml de
concentracion. Se procedié a mezclar en etanol 1,0 mL de las diluciones con 0,5
mL de una solucion de 0,3 mM de DPPH (Lab. Merck, Sigma Aldrich, Alemania) y
se dej6 reaccionar durante 30 minutos a temperatura ambiente; Seguidamente se

midid la absorbancia de la mezcla a 517 nm.

Preparacién de distintas concentraciones del extracto hidroalcohdlico del
fruto de Rubus Idaeus (frambuesa) para DPPH

25 50 75 150 300 450 600
ug/ml ug/ml ug/ml  ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml
Solucion 0.167 0.33 0.5 1 2 3 4
Madre del
extracto
hidroalcohé
lico de
Rubus
Idaeus
(frambuesa)
(ml)
Etanol 80% 9.833 9.67 9.5 9 8 7 6
(ml)
TOTAL (ml) 10 10 10 10 10 10 10
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Para determinar la capacidad antioxidante de cada muestra se utilizo la siguiente
formula:

AC—AM -8B

Actividad antioxidante (%) = ( G

) x100
Donde:

- AC es la absorbancia del blanco del reactivo (DPPH + etanol)
- AM es la absorbancia de la muestra + DPPH

- AB es la absorbancia del blanco (muestra + etanol)

Evaluacién de la actividad antioxidante por el método DPPH para Vitamina C*°

Adicional al procedimiento que ya se mencion6, también se realizé una curva de
vitamina C para la expresion de la actividad antioxidante del extracto en equivalente

de vitamina C.

En primer lugar, se tomaron 0.009 gr de vitamina C, la cual se diluy6 en 100 ml de
agua destilada. Seguidamente se prepararon 4 patrones de vitamina C de
concentraciones de 0.01mM, 0.02mM, 0.05mM y 0.2mM:

Preparacion de soluciones patron de vitamina C

Concentraciones 0.01mM 0.02 mM 0.05 mM 0.2mM
Vitamina C (ml) 2 4 10 40
Agua destilada (ml) 98 96 90 60
Total 100 100 100 100

Una vez realizado esto, se extrajo de 1ml de cada concentracion y se le agrego 0.5
ml de la solucion de DPPH al 0.3 mM, anteriormente preparada. Se dejo reaccionar
media hora a temperatura ambiente y al finalizar se midié la absorbancia a una

onda de 517 nm.

Para la determinacion de la actividad antioxidante se utilizo la siguiente férmula:

I — AF)
—— ) 100

A
Actividad antioxidante (%) = ( 2
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Donde:
AF: Absorbancia de la mezcla de 1 ml de la muestra + 0.5 ml de DPPH.

Al: Absorbancia del blanco del reactivo a partir de la mezcla de 0.5 ml de DPPH +

1 ml de etanol.

Determinacion de la concentracion inhibitoria media (IC50)

Con los datos obtenidos se graficd una recta con él % de captura de DPPH versus
la concentracion de la dilucién pg/mL del extracto etandlico de Rubus Idaeus y de
la vitamina C.

Para calcular el valor de ICso se utiliza la interseccion y la pendiente de la linea

obtenida por regresion lineal, con la siguiente ecuacion:
50—b

ICs0 =
Donde:

IC50: Cantidad de muestra necesaria para reducir en un 50% la
concentracion inicial del radical hidroxilo o radical DPPH (uL)

b: Interseccion de la linea de regresion lineal

m: Pendiente de la linea de regresion lineal

Ensayo de eliminacién de radicales libres de hidroxilo (¢«OH)?’

Se prepararon las muestras de extracto hidroalcohdlico en 5, 50, 150, 300 pg/ml de
concentracion. Para el radical hidroxilo se utilizaron dos mililitros de solucion de 6
mmol L' de FeSOs sulfato de hierro (Lab. Merck, Sigma Aldrich, Alemania), 2 ml de
muestra y 2 ml de 6 mmol L! H202 peréxido de hidrégeno (Lab. Merck, Sigma
Aldrich, Alemania) se mezcl6 y agité bien y se dejé en reposo durante 10 min. Se
afiadié a la mezcla dos mililitros de 6 mmol L* de C7HsO3 &cido salicilico (Lab.
Merck, Sigma Aldrich, Alemania), se agito bien y se dej6 en reposo durante 10 min.
Seguidamente se midio la absorbancia de la mezcla a 625 nm. El etanol al 80% se

us6 como control. Las pruebas se realizaron 4 veces.
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Para la tasa de captacion de radicales hidroxilos se utilizé la formula:

Ao — (Ai — 4))
(%) =( P ) x100

Donde:

- Ao representa la absorbancia del grupo de control
- Aimuestra la absorbancia del grupo tratamiento
- Aj representa la absorbancia de la muestra analizada (extracto

hidroalcohdlico).

Ensayo de eliminacién de radicales libres de hidroxilo (¢OH) con vitamina C?’

Agregado al procedimiento anterior, se realizé una para la curva de vitamina C para
la expresion de la actividad antioxidante del extracto en equivalente de vitamina C.
Se prepararon 4 concentraciones de vitamina C de 300 ug/ml, 150 ug/ml, 50 ug/ml,
5ug/ml. En la forma de preparacién en primer lugar para la concentracion de 300
ug/ml se pesé 0.003 gr de vitamina C en una balanza analitica, la cual se diluy6 en
10 ml de agua destilada, luego se sustrajo 5 ml de la solucién, y se agregé 5 ml de
agua destilada para la concentraciéon 150 ug/ml, luego se sustrajo nuevamente de
la primera concentracién 1.67 ml de solucion y se agreg6 8.33 ml de agua destilada
para la concentracién 50 ug/ml, de esta ultima concentracion se sustrajo 1 ml de

solucién y se agreg6 9 ml de agua destilada para la concentracién 5 ug/ml.
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Una vez realizado esto, se siguio el procedimiento anterior del radical hidroxilo,
agregando en nuevos tubos 2 mililitros de solucion de 6 mmol L-1 de FeSO4 sulfato
de hierro, 2 ml de muestra de concentracién de vitamina C y 2 ml de 6 mmol L*
H20:2 peroxido de hidrégeno se mezcld y agito bien y se dej6 en reposo durante 10
min. Se afiadié a la mezcla dos mililitros de 6 mmol L de C7HsO3 acido salicilico,
se agitd bien y se dejo en reposo durante 10 min. Seguidamente se midio la

absorbancia de la mezcla a 625 nm.
3.6. Método de analisis de datos:

Para los valores de la eliminacion de radicales libres se procesaron en el programa
Microsoft Excel 2020. Se utilizo la técnica de regresion lineal obteniendo la ecuacion
de la curva y recta con la dispersion de datos; Con la pendiente e intercepto
correspondiente a la ecuacidon de la recta se determiné la concentracion media
inhibitoria IC50 del extracto hidroalcohdlico frente al DPPH, este dato se comparé
con el IC50 de la vitamina C frente al DPPH. Para el método de radical hidroxilo se
compararon los porcentajes de inhibicién de radicales hidroxilo del extracto de

frambuesa con la Vitamina C.
3.7. Aspectos éticos:

Para la presente investigacion se esta sujeto al “codigo de ética en investigacion”
de la Universidad César Vallejo,*! resaltando que la investigacion es original, la
informacion utilizada de otros autores esta correctamente citada y los resultados
son veraces. También se mantiene respeto a la biodiversidad y promueve la
proteccion del medio ambiente al no afectarlo negativamente, segun los principios
del derecho ambiental de la precaucion y prevencion, sefialados por Friant-Perrot,>?
cumpliendo asi con esos principios y asegurar la conservacion y uso sostenible del

ecosistema de donde obtenemos los alimentos de sustento diario.
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IV. RESULTADOS

TABLA 1. Contenido de antocianinas totales Rubus idaeus (frambuesa)

Contenido de

MUESTRA Concentracion mg/L Antocianinas mg/100g
1 139.27 23.56
2 141.27 23.90
3 145.28 24.58
Promedio 141.94 24.01
Desviacion Estandar 3.06 0.52

La tabla N°1 nos indica que el contenido de antocianinas totales del Rubus idaeus

(frambuesa) en extracto, es 24.01 + 0.52 mg/100 mg.

% de inhibicion DPPH vs Concentracion del extracto
hidroalcoholico del fruto de Rubus Idaeus (frambuesa)

40.00
35.00 y=0.0502x +3.3252
R?=0.9711
30.00
25.00
20.00

15.00

% de inhibicion DPPH

10.00

5.00

0.00
0 100 200 300 400 500 600 700

Concentracion del extracto hidroalcohdlico de frambuesa (ug/ml)

Figura 1. Porcentaje de inhibicion DPPH vs Concentracion del extracto hidroalcohdlico del fruto de

Rubus ldaeus (frambuesa)

50-b 50—3.3252

= 929.78 ug/ml
m 0.0502 9/

ICs0 =
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En la Figura 1 se muestra la grafica en Excel del porcentaje de inhibicion DPPH vs
la concentracion del extracto hidroalcohdlico de frambuesa, teniendo asi la

ecuacion de la recta para calcular la concentracion inhibitoria media IC50.

% de Inhibicion de DPPH por diferentes
concentraciones de vitamina C
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R*=0.99

D

% de Inhibicion de DPPH
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Concentracién de vitamina C (mM/L)

Figura 2. Porcentaje de inhibicion DPPH por diferentes concentraciones de vitamina C
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ICs0 = = 0.1386 ~ 0.14 pM/L

En la Figura 2 se muestra la grafica en Excel del porcentaje de inhibicion de DPPH
vs la concentracién de Vitamina C, teniendo asi la ecuacién de la recta para calcular

la concentracion inhibitoria media IC50.
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TABLA 2. IC50 del extracto hidroalcohdlico del fruto Rubus Idaeus (frambuesa) y

Vitamina C

Ensayo Ecuacion de larecta IC50

Método DPPH para
=0. +3.
extracto de y = 0.0502x + 3.3252 929.78 pg/ml

Rz2=0.97112
frambuesa

Método DPPH para y=332.86x + 3.8746

*
vitamina C R2 = 0.993b 0.14 pMm/L

*es equivalente a 24,66 ug de vitamina C /mL.

a: ver figura 1 b: ver figura 2

TABLA 3. Captacién de radicales hidroxilo promedio por el extracto hidroalcohdlico

del fruto de Rubus ldaeus (frambuesa)

Concentracion

del extracto Tasa de captacion de

hidroalcohélico : ; . Desviacion
del fruto Rubus radicales hldr(;)XIIO estandar
Idaeus (pg/ml) promedio (%)
5 2.6975 1.52910
50 9.1250 4.34011
150 17.3725 12.54468
300 15.6975 12.48986

Los datos obtenidos de los ensayos en laboratorio para la actividad antioxidante de

la Vitamina C sobre el radical hidroxilo se muestran en la TABLA 4.

TABLA 4. Captacion de radicales hidroxilo promedio por la vitamina C

Tasa de captacion
deradicales
hidroxilo (%)

Concentracién dela
vitamina C (ug/ml)

5 22.91
50 53.42
150 72.28
300 93.29
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En la Figura 3 se muestra la gréafica conjunta en Excel del porcentaje de inhibicion

de radicales hidroxilo (¢OH) por el extracto de frambuesa y por la vitamina C.

100
S y = 16.429In(x) - 6.2114 @
o
% 0  Re@7II
pud /
E 70 M)
X /
T 60 =
©
© 50 ﬁ)
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c 40
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Logaritmica (Extracto hidroalcohdlico Rubus idaeus (Frambuesa) )

Figura 3. Comparacion de la captacién de los radicales hidroxilo por diferentes concentraciones

del extracto hidroalcohdlico del fruto Rubus Idaeus (frambuesa) frente a patrones de Vitamina C

V. DISCUSION

Szymanowsk, et al.?® en su estudio mencionan que, entre varios tipos de muestras,
la mayor actividad antioxidante se obtiene para el extracto crudo de pulpa de
frambuesa, y Salinas, et al.?®> muestran que para el grupo evaluado en estado
maduro la frambuesa presenta hasta el doble de antocianinas. Por lo cual en el
presente estudio se optd por utilizar el extracto hidroalcohélico crudo de frambuesa
en estado maduro para estimar la actividad antioxidante y asi obtener resultados

mas notables.
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Mejia.>3 en su investigacion obtuvo 51.6 + 0.231 mg/100g de antocianinas en el
extracto de frambuesa a 35°C, y en el presente estudio se obtuvo a 23°C un
contenido promedio de antocianinas 24.01 * 0.52 mg/100g en el extracto
hidroalcohdlico del fruto Rubus Idaeus (frambuesa), siendo de menor valor para la
frambuesa proveniente de Vird. Referente al método usado en ambos estudios, una
diferencia que se observé en el antecedente, es que utilizo como solvente una
solucion de metanol — agua (20:80) con frambuesa triturada todo colocado en un
matraz en un sistema de extraccion por reflujo, acotando que dependiendo del
solvente utilizado puede ser (etanol, metanol, acetona, agua destilada, etc) para la
extraccion de antocianinas varia entre varios factores, incluido las propiedades de
la muestra vegetal. Ademas, el metanol tiene buena capacidad de extraccion y
estabilidad de las antocianinas lo que permite obtener resultados consistentes,

teniendo cuenta también que es toxico y debe ser manejado con precaucion.>*

Referente a Salinas, et al. en su estudio indica el perfil de antocianinas presente
en el fruto Rubus Idaeus (frambuesa) segun su grado de madurez. Se encontré a
través del método Cromatogréafico HPLC, la presencia de 8 antocianinas, en las
cuales destaca la cianidina y perlargonidina, son flavonoides con propiedades
antioxidante, tiene actividad antiinflamatoria, antimicrobiana, en caso especifico
con la frambuesa le da esa coloracion rojiza que se encuentra generalmente en la
piel de las frutas y bayas, estas antocianinas presentes en la frambuesa tienen
propiedades antioxidantes, incluyendo la proteccién contra el estrés oxidativo y

riesgo de enfermedades.?®

En los resultados la investigaciéon para el método DPPH se obtuvo un IC50 de
929.78 pg/ml siendo equivalente a 0.14mM/L de Vitamina C o 24,66 ug de vitamina
C /mL, por lo que el poder antioxidante es bajo en este caso. En otros
investigaciones la actividad antioxidante es expresada en otros antioxidantes
diferentes a Vitamina C, asi tenemos que, Szymanowsk, et al.?6 en su estudio
obtuvieron que a través de una muestra de extracto de pulpa de frambuesa 588,9
UM equivalente de Trolox (TE)/100g para DPPH, y Shi, et al?’ con
proantocianidinas aisladas de frambuesa en forma de eluatos de acetona al 30%,
con una concentraciéon de 50 ug/ml obtuvo un 92% de eliminacion de DPPH,

notandose un menor poder antioxidante de la frambuesa proveniente de VirQ, pero
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sigue siendo importante la actividad inhibitoria de radicales libres en ambos
estudios. Respecto al segundo antecedente se observé que utilizaron una muestra
aislada (muestra seca), teniendo en cuenta que este procedimiento el eluato de
acetona 30% se destilo a 40 °C al vacio y el concentrado se paso a liofilizar hasta
convertirlo en polvo a -40°C al vacio. Los solventes utilizados en estos caso como
(etanol, metanol, acetona), brindar una expresion en las antocianinas presentes en
la fruta, en este caso en especifico la técnica de liofilizacion da muchos beneficios
en el resultado final de analisis y caracteristica de la antocianina, pues con este
método se preserva la estructura molecular y reduce la degradacion de compuestos
sensibles al calor y la oxidacion como las antocianinas, también a mantener la
integridad y concentracion de componentes bioactivos presentes en la frambuesa.>®
Ademas de las antocianinas mencionadas anteriormente presentes en la
frambuesa, también existen otros compuestos importantes que brindan a este fruto
esa actividad antioxidante, como los compuestos fendlicos entre estos, estan los
flavonoles los mas comunes en este fruto son quercetin-3-glucésido y el
kaempferol, tiene propiedades antioxidantes y beneficio cardiovascular, también
estan acidos fendlicos, como el acido galico, el &cido cafeico y el &cido elagico, este
altimo en especifico es un polifenol que se encuentra en la frambuesa, segun

estudios realizados ayudarian a prevenir el dafio celular.®’

Al comparar la frambuesa con otros frutos en cuanto a su capacidad para inhibir de
radicales DPPH, Zumaran,®® obtuvo para el zumo de fresa (fragaria vesca) un IC50
de 655.92 pg/ml, Bricefio,>” obtuvo para el zumo de zarzamora (Rubus floribundus
Kunth) en estado maduro un IC50 de 162.52 ug/ml, y en el presente estudio para
la frambuesa se obtuvo un IC50 de 929.78 ug/ml, notandose asi un menor poder
antioxidante de la frambuesa proveniente de Virl en comparacion con otras frutas
bayas. Respecto al primer antecedente comentado, se identificO en su método de
preparacion la utilizacion de metanol al 80%. Mientras que en el segundo
antecedente su preparacion fue a base de etanol al 80%. La presencia de
antocianinas en estos estudios tiene un valor significativo debido a su capacidad de

inhibir radicales libres.

En los resultados la investigacion para el método de Radical Hidroxilo el mayor

porcentaje de inhibicidon de radicales libres promedio fue de 17.37 % para una
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concentracion de 150 pg/ml y a mayor concentracion la inhibicion de radicales va
disminuyendo; Por otro lado, Shi, et al.?” experimentaron con proantocianidinas
aisladas de frambuesa liofilizada (muestra seca) en forma de eluato de acetona al
30% y elimind mas del 90% de los radicales hidroxilo presentes, notandose un

menor poder antioxidante para la frambuesa frente al radical hidroxilo.

Como parte del estudio con el método del radical hidroxilo se utilizé vitamina C para
comparar su efecto inhibitorio con el extracto de frambuesa, donde en las 4
concentraciones evaluadas (5 pg/ml, 50 pg/mi, 150 ug/ml y 300) se observa en la
Figura 3 una mayor tasa de captacion de radicales hidroxilo para la Vitamina C, y

es menor para el extracto de frambuesa.

Las limitaciones que se presentaron durante la presente investigacion son por la
procedencia del fruto (Vird-La Libertad), también el fruto utilizado es frambuesa
cultivada por una empresa, del tipo Rubus Idaeus (frambuesa roja), pero existen
otras especies como frambuesa silvestre, frambuesa negra, frambuesa purpura,
entre otros.%8 Otra limitacion del estudio es el estado de maduracion en el que se
utilizé la frambuesa. Segun Zoffoli, et al, la frambuesa roja tiene 6 estados de
maduracion®® (Anexo 12), y en el presente estudio se utilizé frambuesa en el estado
C5. Por todas estas condiciones el estudio esta enmarcado y si se cambiara algo
también las propiedades de la frambuesa y valor nutricional podrian variar dando

resultados distintos.

En cuando a la realizacidon del ensayo en laboratorio y obtencién de datos se tuvo
la limitacion de realizarse en base a las concentraciones del extracto en ug/ml. En
otros estudios como el de Szymanowsk, et al. se realizaron en base al Trolox
equivalente?®, por lo cual tuvimos que buscar referencias de estudios donde se

utilicen pg/ml.
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CONCLUSIONES

Se encontré un contenido 24.01 + 0.52 mg/100 mg de antocianinas en el extracto

hidroalcohdlico del fruto Rubus Idaeus (frambuesa) en estudio.

Asimismo, en el extracto hidroalcohdlico del fruto Rubus Idaeus (frambuesa) se
obtuvo 929.78 pg/ml equivalente a 0.14mM/L (24,66 pug/ml) de Vitamina C para

reducir en un 50% (IC50) la concentracion del radical DPPH.

Para radical hidroxilo se observé que la mayor actividad antioxidante del extracto
hidroalcohdlico del fruto Rubus Idaeus (frambuesa) fue de 17.37% en una
concentracion de 150 pg/ml y menor con respecto a la vitamina C que fue de
93.29% en una concentracion de 300 pg/ml.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar experimentos para la determinacion de la actividad
antioxidante de la frambuesa a distintos estados de maduracién para determinar en

qué estado tienen mayor poder antioxidante.

Los datos del laboratorio pueden variar si no se realizan a tiempos exactos o con
las cantidades imprecisas. Por lo cual se recomienda tener experiencia o0
entrenamiento previo antes de realizar las pruebas en laboratorio, o contar con la

guia de un especialista para asi obtener resultados mas precisos del experimento.

Se recomienda que el extracto hidroalcohélico a utilizar sea lo mas fresco posible
(dentro de los 30 dias desde su preparacion), debido a que naturalmente se va
descomponiendo y su poder antioxidante va disminuyendo conforme pasa el

tiempo.
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ANEXOS

ANEXO 1
Operacionalizacion de variables
DEFINICION )
DEFINICION DIMENSIO | INDICADO
VARIABLE | concePTUAL OPERACIONAL NES RES ESCALA

Contenido Las El método del pH- Método de | Contenido [Cuantitativa
de antocianinas diferencial permite la pH de de razén
antocianinas | son uno de estimacion alternativa | diferencial antocianin

los del contenido de as

principales antocianinas totales. mg/100g

aportadores Esta concentracion se

del efecto se determina con la

antioxidante absorbancia a un pH

en las diferencial, en la

frambuesas y region UV y la region

otras plantas visible.

del género

Rubus
Concentraci | Los radicales La concentraciéon Método Concentra |Cuantitativa
on de libres son inhibitoria media DPPHy cion de razén
radicales atomos maxima (IC50) Vitamina C | inhibitoria
libres individuales o representa la eficacia media

grupales con un | de un compuesto para

electrén atenuar la funcion 1C50

desapareadoo biolégica/bioquimica Hg/mL

libre por lo cual | (para este estudio la

son altamente eliminacién de

reactivos y radicales libres).

captan un . —

electrén de El porcentaje de Método de | % de Cuantitativa

moléculas mas | captacion de radicales | eliminacion | captacion  de razén

establespara libres se obtiene al de de

asf lograr la mezclar 2 sustancias | radicales radicales

estabilidad (radical e inhibidor). libre de hidroxilos

electroquimica. Aqui se tlgne_ como hidroxilo

elemento inhibidor al (*OH) y
extracto de frambuesa | Vitamina C

y la Vitamina C, y
como radical libre al
radical hidroxilo *OH.
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ANEXO 2

N

'UNIVERSIDAD NAC IONAL DE
TRUJILLO

'HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT)
FLORA PERUANA (TR0 Niciona o
UNT Thiin

Det.
Habito: Subarbustos espinoso, fiutos verdes inmad Por: Hetbario g,y
Procedencia: Agualima SAC - Km 512 carretera panamericana — San José.
Prov.: Vini Dpto./Region:
Hibitat: Suelo arenoso-arcilloso, abonado, cultivo de frambuesa. 14 Liberig
Coordenadas: -8 450391, -78.723340 5 3

Altitud: 88 ms.
| Colector: Rodriguez Leén Diego Ismael

| Institucion: Escuela de Nutricion, Facultad Ciencias de la Salud, Universidad
extracto hidroalcoholico del fruto de Rubus idaeus (Fray

Muestra de planta de frambuesa en herbario HUT
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ANEXO 3

Etanol al 80 % para la preparacion del extracto hidroalcohodlico de Rubus

Idaeus (frambuesa)

V1=X

C1=96°

V2=500 ml

C2=80°

C1*V1=C2*V2

96°*X=80°*500ml

X=417ml

500-417 = 83 ml de agua destilada
ETANOL AL 80%

C1*V1=C2*V2

96° * X = 80° * 200ml

X =167 ml (alcohol 96°)

200 - 167 = 33 ml de agua destilada
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ANEXO 4

Preparacion de solucion madre del extracto hidroalcohdlico de Rubus Idaeus

(frambuesa)

Soluciones

Solucién 18.8 ° brix - 18.8 % solidos totales
Entonces:

18.8g sélidos total - 100 ml de solucion
X 2> 1ml

X =0.188 gr sdlidos totales

Entonces:

150 ug sélido - 1 ml de solucion
0.000150 g solidos totales > 1 ml
1ml->0.188¢

X > 0.150 g

X = 0.8 ml contiene 0.150 g

Entonces:

0.8 diluir con etanol al 80% -> 100 ml solucidon (solucién madre)
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ANEXO 5

Célculos para la determinacion de contenido de antocianinas

Ficha de Recoleccidn de datos para contenido de Antocianinas

Buffer KCL 0.025 M pH 1 Buffer acl\at?)tlg iessodio 0.4
MUESTRA e
510 longitud | 700 longitud | 510 longitud | 700 longitud
1 0.636 0.015 0.087 0.022
2 0.648 0.019 0.082 0.022
3 0.655 0.016 0.084 0.023

Célculo de absorbancia de la antocianina

A = (A510 - A700) pH 1,0 - (A510 - A700) pH 4.5
A= (0.636 — 0.015) — (0.087 — 0.022)

A= (0.621 — 0.065)

A=0.556

Célculo de la concentracion de antocianinas
CAT= (A * PM *FD *1000) / (¢ *I)

(0.556 * 449.2 * 15 * 1000) / (26900 * 1)
139.27 mg/L

Contenido de antocianinas totales por 100 g de muestra fresca

139.27 mg > 1000 ml

X -—> 846 ml (volumen del extracto hidroalcohdlico de Rubus Ideaus )

X=117.82 mg

117.82 mg - 500 g (Peso de Rubus Idaeus)
Y - 1009
Y=23.56 mg
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ANEXO 6
Porcentajes de inhibicion del DPPH con extracto hidroalcohdlico de frambuesa y

vitamina C

Porcentaje de inhibicion DPPH vs Concentracion del extractohidroalcohdlico del

fruto de Rubus Idaeus (frambuesa)

N° de Concentracién % de
muestra del extracto Inhibicién
hidroalcoholico del DPPH
del fruto Rubus

ldaeus
(frambuesa)

(Hg/ml)
1 25 2.82
2 50 3.70
3 75 9.41
4 150 12.42
5 300 20.20
6 450 24.09
7 600 33.50

Porcentaje de inhibicion de DPPH por diferentes concentraciones deVitamina C

Concentracion de % de Inhibicion

Vitamina € yitamina C mM/L el DPPH 0,3 mM
1 0.01 4.2
2 0.02 11.3
3 0.05 23.4
; 02 6e8
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Elaboracion del
(Frambuesa)

ANEXO 7

extracto hidroalcohdlico del fruto de Rubus

Seleccidn, lavado y desinfectado de la frambuesa

Pesado de la fruta — frambuesa

Idaeus
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Preparacion del extracto hidroalcoholico de frambuesa
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Maceracion del extracto hidroalcohdlico de frambuesa

Filtrado del extracto hidroalcohdlico de frambuesa
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HGUERIA ALKO

Pekc raeva cevTIA

Volumen total del filtrado

Medicién de los grados brix



ANEXO 8

Determinacion de la actividad antioxidante del fruto de Rubus ldaeus (Frambuesa)

Extracto etandlico del fruto Rubus Idaeus (Frambuesa) mas la solucién del DPPH
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Extracto etandlico del fruto Rubus Idaeus (Frambuesa) mas la solucion del DPPH,después

de 30 minutos a temperatura ambiente

Espectrofotémetro Kyntel kv -1200 para las lecturas de absorbancias a 517 nm
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ANEXO 9
Determinacion de la actividad antioxidante del fruto de Rubus Idaeus (Frambuesa)

frente los radicales libres de hidroxilo (¢OH)

Preparacion de reactivo de hidroxilo (¢OH)

50



Extracto etandlico del fruto Rubus Idaeus (Frambuesa) mas la solucién hidroxilo (*OH)
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ANEXO 10

Determinacién de contenido de antocianinas del fruto de Rubus Idaeus (Frambuesa)
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ANEXO 11

Determinacion de la actividad antioxidante de la vitamina C

ANEXO 12

Estados de maduraciéon de la frambuesa
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