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RESUMEN

La correlacion directa observada en estudios de tipo epidemiologico entre el
consumo de &cidos fendlicos y flavonoides contenidos en los alimentos de origen
vegetal y de consumo diario por una parte y la prevencion de varias enfermedades
degenerativas como el cancer, la diabetes, la hipertension y la inflamacion por otra,
ha despertado e incrementado cada vez mas el interés por la investigacion de los
productos naturales. El desarrollo de esas enfermedades se ha atribuido en gran
parte a los efectos oxidativos de diversas sustancias quimicas ingeridas, de manera
consciente o inconsciente, de la alimentacioén. Es por ello que resulta importante
estudiar los alimentos desde el punto de vista quimico y farmacolégico para
conocer su potencial antioxidante y terapéutico o preventivo. En México, el capulin
(Prunus serotina) se consume de diversas formas, siendo las mas comunes la
forma cruda y en decoccion. El presente trabajo se enfocd a la evaluacién de la
actividad antioxidante de la decoccién obtenida a partir del fruto sin semilla del
capulin y la determinacién de sus fenoles marcadores. El potencial antioxidante de
la decoccidn resulté ser superior al reportado para otros frutos mexicanos como el
aguacate, la tuna y la papaya. La identificacion de los fenoles marcadores de la
decoccién del fruto sin semilla se realizé a través de la cromatografia de liquidos de
alta resolucion (CLAR) acoplada a la espectrometria de masas (EM). Esta
metodologia permitié identificar el acido clorogénico, la quercetina, el hiperésido y
un pentésido de la quercetina como los compuestos mayoritarios, los cuales han de
contribuir en gran medida a la buena actividad antioxidante de la decoccion.



I. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, el estudio de los productos naturales, principalmente
aquellos con potencial capacidad antioxidante, ha estado en auge a partir del
descubrimiento de que el llamado “milagro francés" se debia principalmente al
compuesto fendlico resveratrol contenido en las bebidas preparadas con uva. Este
descubrimiento fue el punto de partida para profundizar en el estudio de los
componentes y de las propiedades que poseen alimentos de consumo diario como
son las frutas y verduras, entre otros. Es asi como se han identificado una serie de
compuestos capaces de prevenir la oxidacion. Estos descubrimientos han marcado

el papel preponderante que juegan estas moléculas dentro de la dieta humana.

Estos compuestos, conocidos actualmente como &cidos fendlicos y
flavonoides, estan presentes como pigmentos en una gran cantidad de vegetales y
poseen varias actividades bioldgicas benéficas para la salud, siendo las mas
destacadas sus propiedades antioxidantes, anticancerigenas, antiiflamatorias y
antibactaerianas. Los flavonoides en particular poseen excelentes propiedades de
quelacion del hierro, lo que les confiere parte de su capacidad antioxidante. El
capulin (Prunus serotina) en particular, fruto con una amplia distribuciéon en México,
es una fuente de compuestos vasodilatadores de acuerdo a los resultados
obtenidos en los estudios farmacologicos realizados en aorta aislada de rata, al
evaluar en este modelo extractos acuosos obtenidos de sus hojas y frutos, asi
como algunos de sus constituyentes; estos resultados indican evidentemente que

esta especie vegetal puede presentar actividad antihipertensiva.

Hoy en dia, la hipertension es uno de los padecimientos mas comunes en
México y una de las principales causas de mortalidad en el mundo, lo que convierte
este padecimiento en un tema de investigacion muy relevante para la busqueda de

compuestos que puedan contrarrestar estos efectos adversos.



En el marco de ese objetivo, el presente trabajo se realizo para determinar la
capacidad antioxidante de la decoccion del fruto sin semilla del capulin e identificar
algunos los compuestos fendlicos mayoritarios presentes en ella. Como resultado,
la decoccién produjo una actividad antioxidante superior a la reportada para otros
frutos mexicanos como el aguacate, la tuna y la papaya. En cuanto al estudio
fitoquimico del extracto, éste se realiz6 con tres preparaciones distintas: la
decoccion obtenida del fruto sin semilla y sin mas tratamiento adicional y la
decoccion hidrolizada con dos concentraciones distintas de &cido clorhidrico. Las
tres muestras fueron analizadas mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR) acoplada a un detector de arreglo de diodos (DAD) y mediante
CLAR acoplada a espectrometria de masas (EM). Esos estudios permitieron
identificar el acido clorogénico, la quercetina, el hiperdsido y un pentésido de la
guercetina como los compuestos mayoritarios, los cuales han de contribuir en gran

medida a la buena actividad antioxidante de la decoccién.



[I. ANTECEDENTES
II.1 Generalidades sobre Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh

I1.1.1 Distribucion de Prunus serotina en el territorio mexicano

Prunus serotina se encuentra en las regiones montafiosas, con una altitud de
2500 m o mas y posee una gran distribucibn en el territorio nacional,
encontrandose en los estados de Chihuahua, Chiapas, Coahuila, Durango, Hidalgo,
Guanajuato, Jalisco, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Querétaro, San Luis Potosi,
Tamaulipas y Veracruz. También es una planta que se cultiva. Sus sinonimias son:
Prunus salicifolia Kunth y Prunus serotina var. salicifolia (Kunth) Koehne
(CONABIO, 2010).

11.1.2 Nombres comunes de Prunus serotina en México
En la mayoria de los estados de la republica mexicana se le conoce como
capulin; en algunas zonas de Michoacan como cerezo; cusabi en las comunidades
tarahumaras de Chihuahua; Xeugua y Detze en algunas comunidades Otomis y T-

nundaya por la comunidad mixteca de Oaxaca (Comision Nacional Forestal, 2010).

11.1.3 Usos tradicionales en México
El fruto de P. serotina es muy apreciado como alimento por su agradable
sabor. Se come crudo o en conserva (jalea y mermelada); en los mercados se
suelen vender tamales de capulin (Comision Nacional Forestal, 2010). La corteza
del arbol del capulin, asi como las hojas, se prepara en infusion para usarse como
expectorante, febrifugo, antiespasmaodico, sedante y para combatir las diarreas
(Calderén de Rzedowski y Rzedowsky, 2001; Martinez, 1991).

11.1.4 Descripcion del fruto
Es una drupa globosa, de color negro rojizo en la madurez (Figura 1), de 12
a 20 mm de didmetro, con sabor agridulce y algo astringente; contiene una sola

semilla (Comision Nacional Forestal, 2010).



Figura 1. Fotografia del fruto del capulin (Prunus serotina) (Caronni, 2008).

II.2 Importancia biolégica de los compuestos fendlicos

11.2.1 Estudios epidemiol6gicos

Numerosos estudios han corroborado la relacion directa existente entre el
contenido en compuestos fendlicos de plantas alimenticias y la capacidad de éstas
para prevenir las enfermedades degenerativas como el cancer, la diabetes, los
padecimientos cardiovasculares y la obesidad (Kris-Etherton y col., 2002; Chin-Liny
Gow-Chin, 2008; Oomah y col., 2010). Por ejemplo, en base a estudios cientificos,
se ha sugerido que una ingesta diaria de 400-600 g de frutas y verduras reduce el
riesgo de padecer cancer de prostata (Shukla y Gupta, 2005). Se han identificado
las rutas mediante las cuales los compuestos fendlicos contenidos en los alimentos
intervienen para controlar la tumorogénesis prostatica. Se ha establecido que su
actividad antioxidante, la cual ejercen a través del secuestro y la formacion de
guelatos con metales, capturando los excesos de radicales libres, es la principal
responsable de sus efectos farmacoldgicos preventivos (Soobrattee y col., 2005).



I1.2.2 Actividades farmacologicas de algunos compuestos fendlicos

El estudio de las actividades biologicas de las plantas medicinales vy
alimenticias y sus constituyentes quimicos tiene gran auge en la actualidad, debido
a los estudios epidemioldgicos antes mencionados. Los compuestos fendlicos
contenidos en esos remedios comparten la propiedad de ser agentes antioxidantes
gue demuestran actividades antiinflamatorias, antimutagénicas, antitrombdticas,
anticancerosas Yy antivirales (Chin-Lin y Gow-Chin, 2008; Srivastava y col., 2010;
Grael y col., 2010). Se ha descrito la actividad farmacolégica de algunos
compuestos fendlicos individuales. Por ejemplo, el &cido caféico inhibe la
proliferacion de las células musculares lisas, la cual es inducida por la angiotensina
Il en ratas hipertensas (Peng-Gao y col.,, 2005). Mas recientemente, se ha
comprobado que los &cidos fendlicos en general, incluyendo los producidos en el
colon durante el metabolismo, ejercen su actividad antiinflamatoria, actuando como
agentes antiglicantes, los cuales son compuestos que impiden la glicosilacion no
enzimatica que se lleva a cabo entre proteinas y azucares reductores (reaccion de
Maillard) y como modificadores de algunas rutas metabdlicas, protegiendo a los
consumidores contra la diabetes (Chi-Hao y col., 2010; Del Rio y col., 2010). Cabe
mencionar que el metabolismo de esos glicésidos genera otros productos finales
gue desencadenan una cascada de respuestas que complican la diabetes. Por lo
tanto, los inhibidores de la glicacion tienen gran potencial como agentes
terapéuticos en el tratamiento de la diabetes y del envejecimiento prematuro (Singh
y col., 2001; Aronson, 2003).

Por otra parte, se han obtenido recientemente datos sobre el mecanismo de
accion del acido protocatéquico como agente anti-invasivo en células cancerigenas
con potencial metastatico (Lin y col.,, 2010). También se le han atribuido a este
acido propiedades antinflamatorias (Jiang y col., 2010; Min y col., 2010).

Al &cido clorogénico, se le han atribuido varias funciones biolégicas

importantes, entre ellas, como antioxidante, antiinflamatorio, antitumoral y antiviral,



mientras que como medicamento, se usa para tratar la diabetes, la hiperlipidemia y
la hepatisis (Cheny col., 2008).

El acido galico por su parte esta involucrado en la prevencion y el
tratamiento del cancer (Chen y col., 2009; Kaur y col., 2009; Cirillo y col., 2010; Ho
y col., 2010) y la inflamacién (Kroes y col., 2009; Pal y col., 2010).

Se ha reportado que la quercetina ejerce efectos antihipertensivos y reduce
la hipertrofia ventricular izquierda, la disfunsion endotelial y el nivel oxidativo
plasmatico y hepatico en ratas hipertensas (Duarte y col., 1993a; Duarte y col.,
1993b). En otros estudios, se ha observado que la quercetina y varios analogos
(isorramnetina, tamarixetina y kamferol) relajan el musculo liso arterial por medio de
un mecanismo independiente de endotelio (Perez-Vizcaino y col.,, 2002). Otros
grupos de investigacion reportaron que el efecto vasodilatador de la quercetina y
varios de sus ésteres metilicos disminuia significativamente cuando se eliminaba el
endotelio de la aorta o si se incubaba la aorta intacta con inhibidores de las
enzimas sGC (guanilato ciclasa soluble) y NOS (éxido nitrico sintasa). Estos
resultados sugirieron que el efecto relajante de la quercetina y de varios de sus
ésteres metilicos causaban su efecto mediante una estimulacién de la via del 6xido
nitrico (NO)/GMPc (Guerrero y col., 2002).

Ademés de los efectos cardiovasculares, los flavonoides presentan otros
efectos farmacoldgicos, como por ejemplo efectos antiinflamatorios (Garcia-
Lafuente y col., 2009), anticancerigenos, antidiabéticos y antineurodegenerativos

(Mojzisova y Mojzis, 2008; Atmani y col., 2009; Garcia-Lafuente y col., 2009).

11.2.3 Estudios de los efectos farmacoldgicos de P. serotina
Se ha reportado un intenso efecto vasodilatador de algunos de los
componentes del aceite esencial, asi como de diferentes extractos (acuoso,
alcohdlico y diclorometanico) de las hojas y los frutos de P. serotina. En el estudio

fitoquimico del extracto metandlico de las hojas, se aislaron y caracterizaron tres

6



compuestos mayoritarios: hiperésido (Figura 2), prunina y &cido ursolico. Al
probarse éstos en el ensayo de aorta aislada de rata, también presentaron efecto
vasodilatador (Ibarra y col., 2009).

Figura 2. Estructura del hiperésido.

[1.3 Generalidades sobre los compuestos fendlicos

11.3.1 Los flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos constituyentes de la parte no
energética de la dieta humana y son los metabolitos secundarios biolégicamente
activos mas ubicuos en el reino vegetal. Se han identificado mas de 5,000
flavonoides diferentes. Los flavonoides forman parte de los pigmentos naturales
presentes en los vegetales que protegen al organismo del dafio producido por
agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, la polucién ambiental, sustancias
guimicas presentes en los alimentos, etc. (Martinez y col., 2002). El organismo
humano no puede producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo que deben
obtenerse mediante la alimentacion o en forma de suplementos. Estan ampliamente
distribuidos en plantas, frutas, verduras y en diversas bebidas y representan

componentes sustanciales de la parte no energética de la dieta humana.

Entre los mas comunes, se encuentran las catequinas, la quercetina, el
kamferol, la apigenina, la naringenina y la luteolina y sus correspondientes C-y

O—glicosidos. Las catequinas, que tienen dos centros quirales (C-2 y C-3) y por lo



tanto cuatro isémeros, forman polimeros dificilmente hidrolizables llamados taninos
condensados, los cuales, junto con los taninos hidrolizables, imparten la
astringencia a los alimentos y bebidas. La (+)-catequina y la (-)-epicatequina son
los isbmeros Opticos mas comunes en la naturaleza (Weyant y col., 2001; Abd El-
Hady, 2007; Grace y col., 2009).

11.3.2 Variedad estructural de los flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), el cual estd integrado por dos
anillos de fenilo (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los
atomos de carbono en los anillos Ay C se numeran del 2 al 10, y los del anillo B
desde el 1' al 6' (Figura 3). La actividad de los flavonoides como antioxidantes
depende de las propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y de la relacién
estructural entre las diferentes partes de la estructura quimica (Martinez y col.,
2002). Esta estructura basica permite una multitud de patrones de sustitucion y

variaciones en el anillo C.

En funcion de sus caracteristicas estructurales, los flavonoides se pueden
clasificar en:

1. Flavanos, como las catequinas, que tienen un grupo -OH en posicion 3
del anillo C (Figura 3).

2. Flavonoles, representados por la quercetina (o0 quercitina), que posee un
grupo carbonilo en posicion 4 y un grupo -OH en posicion 3 del anillo C.

3. Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en
posicion 4 del anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicién C3.

4. Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicién 3 pero ademas
poseen un doble enlace en las posiciones 1(2) y 3 y una carga positiva

sobre el oxigeno de la posicién 1.

Tres caracteristicas estructurales son importantes para su funcion bioldgica:

a) La presencia en el anillo B de la estructura de catecol u o-dihidroxi.



b) La presencia de un doble enlace en posicion 2,3.
c) La presencia de grupos hidroxilo en posicién 3y 5.

La quercetina presenta las tres caracteristicas, mientras que las catequinas

presentan la primera y la tercera y la diosmetina la primera (Figura 3).

R1
HO o O
SO SR
A
R2

Y OH O
Flavonoide Antocianidina R1 = R, = OH: Quercetina
R, = OCHj3, R, = H: Diosmetina

R = a—OH: (-)-Catequina (2S-3R)
R = p—OH: (+)-Epicatequina (2S-3S)
R = B—OH: (+)-Catequina (2R, 3S)
R = a—OH: (-)-Epicatequina (2R-3R)

Figura 3. Estructuras y nombres genéricos de los principales flavonoides.

Los flavonoles y las flavonas se encuentran comunmente como O-glicésidos
y menos frecuentemente como C-glicosidos, siendo la D-glucosa el residuo de
azucar mas frecuente. Otros residuos de azucares son la D-galactosa, la L-

ramnosa, la L-arabinosa, la D-xilosa, asi como el &cido D-glucurdnico.



La parte sin azlUcares de la molécula de flavonoide se llama aglicona. Los
glicosidos son mas solubles en agua y menos reactivos frente a radicales libres que

su aglicona o flavonoide respectivo.

[1.4 Ensayo de capacidad antioxidante

[1.4.1 Antioxidantes
La definicion del diccionario de antioxidantes es bastante sencilla y se define
tradicionalmente como: "una sustancia que se opone a la oxidacion o inhibe las

reacciones estimuladas por el oxigeno”.

En la bioquimica y la medicina, antioxidantes son enzimas u otras sustancias
organicas, tales como vitamina C o B-caroteno, que son capaces de contrarrestar

los efectos dafiinos de la oxidacion en los tejidos animales (Huang y col., 2005).

Los ensayos de capacidad antioxidante utilizan diversas reacciones quimicas
gue se pueden dividir en dos categorias: (1) ensayos basados en la reaccién de la
transferencia del a&tomo de hidrégeno y (2) ensayos basados en la reaccién de la

transferencia de electrones (Huang y col., 2005; Prior y col., 2005).

I1.4.2 Ensayo FRAP
El ensayo FRAP (de sus siglas en inglés: Ferric Reducing Antioxidant Power)
(poder antioxidante por reduccion férrica) también se aprovecha de las reacciones
de transferencia de electrones. Aqui, una sal férrica, Fe (lll) (TPTZ),Cls; (siendo
TPTZ: 2,4,6-tripiridil-triazina), se utiliza como oxidante (Huang y col., 2005). El
meétodo se fundamenta en la capacidad de una muestra para reducir el hierro férrico

(Fe*") presente en el (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe?*) (Benzie y Strain, 1996).

11.4.3 Ensayo DPPH
Este método se basa en la utilizacion del radical libre 2,2-difenil-1-

picrilhidracilo (DPPH) (Figura 4). La reduccion del radical DPPH se monitorea por la
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disminucibn en la absorbancia a una longitud de onda caracteristica; la
desaparicion del radical DPPH proporciona un indice para estimar la capacidad de

un compuesto para atrapar radicales (Huang y col., 2005).

— O,N
N/

N—R— NO,
— O3N

DPPH

Figura 4. Estructura del radical 2,2-difenil picril hidracilo.
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lIl. HIPOTESIS
El extracto acuoso obtenido por decoccion del fruto sin semilla del capulin

mexicano (Prunus serotina) posee actividad antioxidante y conserva sus fenoles

marcadores después del tratamiento térmico.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 General

Determinar la capacidad antioxidante y los fenoles marcadores del extracto
acuoso obtenido por decoccién del fruto sin semilla del capulin mexicano (Prunus

serotina).

IV.2 Especificos

e Determinar la capacidad antioxidante de la decoccién acuosa del fruto sin

semilla del capulin.

e Cuantificar los fenoles y flavonoides totales presentes en la decoccidén acuosa

del fruto sin semilla del capulin.

e Identificar los compuestos fendlicos presentes en la decoccion acuosa del fruto

sin semilla del capulin (Prunus serotina).

e Cuantificar los compuestos fenolicos identificados.

13



V. METODOLOGIA

V.1 Materiales

V.1.1 Material de estudio

El extracto acuoso se obtuvo mediante decoccion del fruto sin semilla de
Prunus serotina.

Los frutos utilizados en este trabajo fueron recolectados en huertos
localizados en el municipio de Huejotzingo, Estado de Puebla. Una vez
recolectados, los frutos se colocaron en bolsas de plastico con cierre hermético
debidamente etiquetadas con la fecha y lugar de recoleccion. Posteriormente a su
recepcion en la Facultad de Quimica, se lavaron con abundante agua destilada y se
secaron con papel secante, a fin de que no quedaran residuos de humedad. Los
frutos limpios y secos se colocaron en bolsas con cierre hermético y se conservaron

a -70 °C hasta su andlisis.

V.1.2 Equipos que se emplearon para la realizacion del proyecto

Ultracongelador marca REVCO.

Espectrofotometro UV/VIS marca Dynex para la determinacion de la
capacidad antioxidante y la cuantificacion de fenoles totales y flavonoides totales.

Balanza analitica marca OHAUS (0.0001 g).

Un sistema cromatografico marca HP serie 1100 Agilent (Palo Alto
California), integrado por una bomba cuaternaria modelo G1311, acoplada a un
degasificador modelo G1322A y un sistema de deteccion. Como detector, se
dispone de un aparato de absorcion en el ultravioleta-visible de arreglo de diodos,
modelo G1315A. La adquisicion y el procesamiento de datos se llevaron a cabo
utilizando el programa ChemStation.

Un espectrometro de masas, marca Agilent (Palo Alto California), con
interfase electro espray de ionizacion negativa (EM/IEE") que utiliza nitrogeno como

gas acarreador, en un rango de flujo de 9 mL/min a 350 °C, con el nebulizador a 45
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psi y un voltaje de ionizacion de 4.0 KV.

V.2 Métodos

V.2.1 Preparacion del extracto

Se utilizé un cuchillo y una tabla para retirar la semilla del fruto congelado.
Para la preparacion del extracto, se siguio la siguiente metodologia: en un vaso de
precipitado, se pesaron 30.11 g de fruto congelado sin semilla, se agregaron 30 mL
de agua destilada. La mezcla se sometié a calentamiento, cuidando que no hubiera
una ebullicion. El tiempo de calentamiento fue de aproximadamente 15 minutos,
todos estos pasos en condiciones de poca luz. Una vez transcurrido el tiempo de
calentamiento, la mezcla se dej6 enfriar durante 5 minutos a temperatura ambiente
y se filtr6. El filtrado se coloco en tubos sellados y cubiertos con papel aluminio para
evitar efectos fotosensibles de la muestra. Finalmente, se midi6 el volumen

obtenido de esta preparacion.

V.2.2 Determinacion de la capacidad antioxidante

V.2.2.1 Ensayo FRAP

Para preparar la solucion FRAP, se tomaron 10 mL de buffer de
acetato 300 mM y se ajust6 el pH a 3.6 con acido acético. Se mezclé con 1 mL de
cloruro férrico hexahidratado 20 mM previamente disuelto en agua destilada y 1 mL
de 2,4,6-Tris(2-piridil)-triazina (TPTZ) 10 mM disuelto en HCI 40 mM. La solucion
FRAP se prepar0 en el momento y a una temperatura no mayor de 37 °C. El
ensayo se realiz6 en microplacas donde el blanco consisti6 en una mezcla de
solucion FRAP y metanol. Por su parte, el extracto (25 uL) se mezclo con 75 uL de
la solucion FRAP. Se analizaron 9 réplicas del extracto. Los calculos de
concentracion se realizaron mediante una curva de calibracion hecha con Trolox y
los resultados se expresaron como umol equivalente de Trolox/g de extracto (Firuzi
y col., 2005).

15



V.2.2.2 Ensayo DPPH

Para la realizacién de este ensayo, se siguid el procedimiento descrito por
Fukumoto y Mazza (2000). Brevemente, se pesaron 0.0019 g de DPPH y se
adicionaron 50 mL de agua destilada. En la placa de 96 pozos, se colocaron 280 uL
del reactivo de DPPH y se adicionaron 20 pL del extracto. Se cubrieron los pozos
con papel parafiim y papel aluminio para evitar la evaporacion del metanol y la
accion de la luz. Se dejaron reposar durante 30 min para estabilizar la reaccion de
captacion del radical libre o el compuesto antioxidante y se determiné la
absorbancia a 490 nm después de transcurrido ese tiempo.

V.2.3 Cuantificacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales fue determinado mediante el ensayo de Folin-
Ciocalteu, para lo cual se prepar6 una curva de calibracion con acido galico, debido
a que los resultados se reportan como equivalentes de acido galico por gramo de
muestra. La curva se realizd con las siguientes concentraciones de acido galico:
0.04 mg/mL, 0.08 mg/mL, 0.12 mg/mL, 0.16 mg/mL y 0.2 mg/mL. Para la reaccion
colorida, se agregaron 150 pL de reactivo de Folin Ciocalteu 1 N a cada una de las
concentraciones y se agito la solucion durante 5 minutos. Finalmente, se afiadieron
120 pL de una solucion de carbonato de sodio al 7.5% y se dejaron reposar por dos
horas. La lectura se realiz6 en un espectrofotometro a una longitud de onda de 765
nm.

Para obtener el contenido de fenoles de la decoccion acuosa del fruto sin
semilla del capulin de P. serotina, se tomaron 30 pL de la decoccion acuosa del
fruto sin semilla del capulin previamente preparado. Posteriormente, se le
adicionaron el reactivo Folin Ciocalteu y la solucion de carbonato de sodio del
mismo modo descrito para la obtencion de la curva de calibracion.

La concentracion de fenoles totales en la muestra se cuantificé en un
espectrofotobmetro a una longitud de onda de 765 nm. Para calcular el contenido de
fenoles en la muestra, se extrapolaron las absorbancias en la curva de calibracion y

asi se obtuvo el equivalente de acido galico por gramo de muestra.
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V.2.4 Cuantificacion de flavonoides totales

Para determinar el contenido de flavonoides totales, primero se prepar6 una
curva de calibracion con catequina. La curva se realizO con las siguientes
concentraciones de catequina: 0.018 mg/mL, 0.037 mg/mL, 0.075 mg/mL, 0.15
mg/mL, 0.3 mg/mL. Para realizar la reaccion colorida, a 200 pL de la muestra, se
adicionaron 800 pL de agua destilada y 60 puL de NaNO;; se consider6 éste como el
tiempo inicial (t=0). Cinco minutos después, se agregaron 60 puL de AICIs. A los 6
min, se adicionan 400 pL de NaOH 1 M y la mezcla se diluyé con 480 uL de agua
destilada. Finalmente, se ley6 la absorbancia a 510 nm y el valor obtenido se
extrapol6 en la curva de calibracion para obtener el contenido de flavonoides totales

por gramo de muestra.

V.2.5 Preparacion de las muestras para el analisis de compuestos
fenolicos
Para el andlisis cualitativo de los compuestos fendlicos, se tomo6 una alicuota
de 1.5 mL que se filtr6 en acrodiscos de nylon con tamafio de poro de 45 um 'y
didmetro de 25 mm (Agilent Technologies). Dicha preparacion se mantuvo en viales
cubiertos con papel aluminio para proteger de la luz componentes eventualmente
fotosensibles en solucion. Se obtuvieron curvas de calibracién la cuantificacion de
para cada uno de los estandares detectados, preparando cuatro o cinco diluciones,
cuyas absorbancias se determinaron a dos distintas longitudes de onda: 280 nm y
320 nm.

V.2.6 Hidrolisis 4cida de los extractos
Se llevaron a cabo hidrélisis independientes de la muestra a dos distintas
concentraciones de 4cido clorhidrico, de acuerdo al siguiente procedimiento. En un
vial de color ambar de 30 mL, se colocaron alrededor de 2.5 mL de extracto.
Posteriormente, se agregaron 2.5 mL de HCI 2.5 N y la solucién se sometié a un
bafio con agitacién a 80 °C durante 2 horas. Para la hidrdlisis a una concentraciéon
de acido 4 N, se siguieron los mismos pasos, variando sélo la concentracion de

acido.
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V.2.7. Implementacion de condiciones en la CLAR

Los cromatogramas se obtuvieron utilizando una columna X-terra RP18, 5
Mm, 4.6 x 250 mm (Waters). La deteccion se realizé de manera simultanea a tres
distintas A de deteccién: 280 nm, 320 nm y 520 nm. Se mantuvo la temperatura de
la columna constante durante la elucién para una buena reproducibilidad de los
tiempos de retencidon. En el cuadro 1, se muestra la composicion del gradiente que
proporciond la mejor resolucion durante los analisis. Una vez obtenidas esas
condiciones, se determinaron los perfiles cualitativos y cuantitativos de las

muestras.

Cuadro 1. Gradiente utilizado durante los analisis y la identificacibn de compuestos

fendlicos en los extractos de Prunus serotina.

Tiempo de % %
elucién (min) H,O-HCOOH 0.01 N | CH3CN
0 98 2
60 0 100
70 0 100
75 98 2

V.2.8 Identificacion de compuestos fendlicos
Los compuestos fendlicos fueron identificados mediante la comparacion de
los tiempos de retencion de los picos en los extractos con los de los estandares,
sus maximos de absorcion en el UV-visible y el estudio de los patrones de

fragmentacion en sus espectros de masas.

V.2.9. Cuantificacion de los fenoles individuales identificados mediante
CLAR

Para la cuantificacion de los compuestos encontrados en los diferentes
extractos mediante la CLAR, se obtuvieron curvas de calibracion, utilizando las
siguientes concentraciones de estandar: 0.01 mg/mL, 0.0125 mg/mL, 0.025 mg/mL,

0.5 mg/mL y 0.1 mg/mL. De esas curvas, se dedujeron las ecuaciones lineales
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correspondientes (y = ax + b) que permitieron calcular el contenido de compuestos

fendlicos.
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VI. RESULTADOS

VI.1 Actividad antioxidante de la decoccién acuosa

VI.1.1 Ensayo FRAP
Para medir el poder antioxidante mediante el ensayo FRAP, se analizaron 9
réplicas del extracto crudo. Utilizando las absorbancias leidas para cada réplica, se
determind la concentracion de Trolox mediante la curva de calibracion (Figura 5). El
valor de la capacidad antioxidante se calculé promediando las 9 concentraciones,
dando como resultado 1087.39 + 69.52 uM Eq. Trolox/g de fruto fresco sin semilla.

19 y = 4.4703x- 0.0179
08 - R2 = 0.9987
» 0.6 1
Q
0.4 -
0.2 A
0 T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
mg/mL Trolox

Figura 5. Curva de calibracién para FRAP.

VI.1.2 Ensayo DPPH
Para medir el poder antioxidante mediante el ensayo con el DPPH, se
analizaron 9 réplicas del extracto crudo. Utilizando los porcentajes de inhibicién
calculados para cada réplica, se determiné la concentracién de Trolox mediante la
curva de calibracion (Figura 21, ANEXO). La actividad antirradical de la decoccion
evaluada, expresada en % de inhibicion del cambio de color del radical DPPH, el

cual representa al mismo tiempo el poder antioxidante de la decoccién, arroj6 el
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siguiente resultado convertido a uM Eq. Trolox: 509.25 + 113.42 uM Eqg. Trolox/g de

fruto fresco.

V1.2 Cuantificacion de fenoles totales

En la cuantificacion de fenoles totales mediante el uso de la curva de
calibracion (Figura 22, ANEXO), se obtuvieron los siguientes valores de
concentracion (Cuadro 2). El valor de fenoles totales se calculdé promediando las 9
concentraciones, dando como resultado 2.401 mg Eq de &cido galico/g de fruto

fresco.

Cuadro 2. Valores determinados de fenoles totales en nueve réplicas.

Fenoles totales Media st
(mg/g fruto) (mg/g fruto)
2.252
2.385
2.360
2.555 2.401 0.0032
2.575
2.382
2.477
2.347
2.275

S = desviacion estandar

V1.3 Cuantificacion de flavonoides totales
La cuantificacion de flavonoides totales mediante una curva de calibracion
(Figura 23, ANEXO) proporciond los resultados indicados en el Cuadro 3 para ocho

réplicas efectuadas.
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Cuadro 3. Valores determinados de flavonoides totales.

Flavonoides Media st
totales (mg/g fruto)

(mg/g fruto)
0.856
0.856
0.881
0.872 0.889 0.0294
0.938
0.905
0.930

0.881
'S = desviacién estandar

De igual forma que en el caso anterior, se calculé la cantidad de flavonoides

totales, dando como resultado 0.889 mg Eqg. catequina/g de fruto fresco.

En el Cuadro 4, se resumen los resultados obtenidos de estos experimentos.

Cuadro 4. Resumen de los resultados de la capacidad antioxidante, fenoles totales

y flavonoides totales.

PRUEBA RESULTADO
FRAP 1087.39 + 69.52 uM Eq. Trolox/g de fruto fresco
DPPH 509.25 + 113.42 uM Eg. Trolox/g de fruto fresco
Fenoles totales 2.4 mg Eq. acido galico/g de fruto fresco
Flavonoides totales 0.889 mg Eqg. de catequina/g de fruto fresco

V1.4 Identificacion de los compuestos fendlicos marcadores
Los cromatogramas obtenidos para los diferentes estandares empleados se
indican en las Figuras 24-32 (ANEXO). En el Cuadro 5 se muestran el tiempo de

retencion y el méximo de absorcion obtenidos para cada estandar.
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Cuadro 5. Tiempo de retencion y Amax de los estandares utilizados*.

Compuesto Tiempo de retencion | L., de absorcion (nm)
] (minutos) en su espectro UV
Acido galico 13.7 260y 294
Acido cinamico 17.5 278
Acido clorogénico 19.5 326y 320
Catequina 19.9 280
Epicatequina 20.8 280
Acido vanilico 21.9 260y 294
Acido p-Hidroxibenzoico 22.0 280y 320
Acido caféico 22.4 324y 296
Acido sinapico 25.4 324
Acido ferulico 26.2 324y 296
Acido p-cumarico 26.6 310
Ac. 2-Hidroxicinamico 28.8 280y 320
Miricetina 30.5 256y 374
Ac. Protocatéquico 32.3 260y 294
Quercetina 35.2 256
Isorramnetina 39.7 280y 320
Kamferol 39.8 266 y 366

"Condiciones de andlisis: ver Figuras 24-32, ANEXO.

VI.4.1. CLAR-DAD de las muestras
Los siguientes cromatogramas (Figuras 6—8) obtenidos mediante la CLAR
acoplada a un detector de arreglo de diodos (DAD) muestran los picos de los
probables compuestos presentes en cada uno de los extractos (crudo e
hidrolizados) con su tentativa identificacion basada en la comparacion de sus
tiempos de retencion y sus maximos de absorcion con los de los estandares
(Cuadro 5).

VI1.4.1.1 Compuestos identificados en el extracto crudo
Los tres cromatogramas de la Figura 6 se obtuvieron con la finalidad de

determinar a qué longitud de onda se observa el mejor perfil del extracto. Como
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puede apreciarse, el analisis a 280 nm proporciond el mejor resultado. De esta
forma, en base a los tiempos de retencion y los espectros UV de los picos, se

determind la presencia del acido clorogénico y la (-)-epicatequina.

BAD £, Sige520, 10 Ref=500,10 (CAPULIMCAPULIS0.D)
mAl -
B0~
i A=1520 nm
4
-
D_ e _)“'\.-v_\.-—n-“_
| ! ! ! | | ! ! | | |
f i 20 il 40 i il
DAD1 D, ig=320,10 Ratsag0 10 (CAPULINCARILD30.D)
mall :
A0 A= 320 nm
300-
200
U%M
! ! ! ! | ! ! ! ! | ! ! ! ! | ! ! | | |
i] 1 20 a0 40 0 i
DAD E, Sige280, 10 Ref=d50,10 (CAPULIMCAPULO30.D)
mAU
250-; B
- A
160+ T~ A= 280 nm
100-
f0- M
iE
) I A B
0 10 20 30 Time (min) 4 50 £l

Figura 6. Cromatogramas del extracto crudo registrados a tres A distintas

(280 nm, 320 nm, 520 nm). Pico A) acido clorogénico y B) (-)-epicatequina.
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VI.4.1.2 Compuestos identificados en el extracto hidrolizado con HCI
25Ny4N

Un analisis similar al anterior determind que el mejor perfil de este extracto
se obtenia a 320 nm (Figuras 33 y 34, ANEXO). Cuatro estandares (A, B, C, D)
pudieron ser identificados en esas dos muestras (Figuras 7 y 8).

DAD [, Big=320 10 Ret=460,10 (CAPULIN\CAPULOE2.D)

mAll
B
0 \ c
140
A D

100 \
! LJLPL__‘MJZ///
|:| [l

0 10 20 Time(min) 30 40 a0

Figura 7. Picos identificados en el extracto hidrolizado con HCI 2.5 N a A=320 nm:

A) acido gélico, B) acido clorogénico, C) epicatequina y D) quercetina.

DADA D, Sig=320,10 Ref=440,10 (CAPULINICARULDZE.0Y

: D

: C
a0-
200- A

: \ A =320 nm
- _J

T T | P P e |
0 10 2 Time (min) 3 40 il

Figura 8. Cromatograma del extracto hidrolizado con HCI 4 N a 320 nm. Picos: A)

acido galico B) acido clorogénico, C) epicatequina y D) quercetina.
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Cuadro 6. Resumen de los compuestos fendlicos detectados mediante la CLAR-

DAD.
Muestra Pico Tiempo de Amax Compuesto
retencion (nm)
Extracto A 20.0 min 330 Acido
crudo clorogénico
B 20.8 min 210y 282 | (-)-Epicatequina
A 11.8 min 208 Acido galico
Extracto B 19.9 min 212y 330 Acido
hidrolizado clorogénico
con HCI2.5N C 22.1 min 210 (-)-Epicatequina
y4.0N
D 33.5 min 210y 260 Quercetina

VI1.4.2. Identificacion de fenoles en el extracto crudo mediante CLAR-EM

VI.4.2.1. Espectro de masas del extracto crudo

La confirmacién de la identidad de los picos detectados mediante CLAR-DAD
se logré6 mediante el sistema CLAR-EM/IEE™ (ver punto V.1.2). En primer lugar, se
obtuvo el espectro de masas del extracto crudo (Figura 9), el cual registro
Unicamente el pico mas intenso (pico-base) de los diferentes componentes. En
cambio, para la identificacion de otros dos compuestos mayoritarios (C y D), cuyos
tiempos de retencion no coincidieron con ninguno de los estandares, se estudiaron
sus patrones de fragmentacion (Figuras 15 y 16), comparandolos con datos

descritos en la literatura (Vasco y col., 2009).
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Figura 9. Espectro de masas del extracto crudo que indica los picos-base de los

&

componentes eluidos con sus respectivos tiempos de retencién. Picos: A) acido

clorogénico, B) (-)-epicatequina, C) hiperésido y D) pentésido de quercetina.

VI.4.2.2. Identificacion del acido clorogénico y la (-)-epicatequina
En base a los tiempos de retencibn observados en la Figura 9, se
identificaron el acido clorogénico (pico A) y la (-)-epicatequina (pico B).
Posteriormente, se obtuvieron los espectros de masas completos de cada uno de
esos dos picos (Figuras 10 y 11) a través del sistema CLAR-EM. Esos espectros y
sus patrones de fragmentacion permitieron finalmente confirmar las propuestas

iniciales, mediante el estudio de los patrones de fragmentacion.
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Figura 10. Patron de fragmentacion del pico con el tiempo de retencion de 20.1 min
en la Figura 9. Fragmentos en orden de abundancia: 191 (100%) y 353 (19.6%).
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Figura 11. Patrén de fragmentacion del pico con el tiempo de retencion de 21.1
minutos en la Figura 9. Fragmentos en orden de abundancia: 289.08 (100%),
245.08 (24.2%), 205.05 (7.1%), 179.04 (3.3%).

VI.4.2.3 ldentificacién del hiperésido y de un pentédsido de quercetina

El analisis de los patrones de fragmentacion de los picos C y D en la Figura 9
mediante la comparacion con datos descritos en la literatura (Vasco y col., 2009)
permitié identificarlos como el hiperdsido (Figura 12) y un pentésido de la
quercetina (Figura 13), aunque en este ultimo, los datos no fueron suficientes para

determinar la naturaleza del aztcar ni su posicion sobre la aglicona.
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Figura 12. Patron de fragmentacion del pico con el tiempo de retencion de 25 min
en la Figura 9. Fragmentos en orden de abundancia: 463.09 (100%), 301.05 (6%).
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Figura 13. Patron de fragmentacion del pico con el tiempo de retencién de 26.1
minutos en la Figura 9. Fragmentos en orden de abundancia: 433.09 (100%) y
301.03 (11.4%).

VI1.4.3 Identificacion de fenoles en el extracto hidrolizado con HCI
25N

VI1.4.3.1 Espectro de masas del extracto hidrolizado con HCI 2.5 N

Para la identificacion de los compuestos fendlicos en este extracto, se siguio
la misma metodologia utilizada en el caso del extracto crudo. La figura 14
representa el espectro de masas del extracto hidrolizado con acido clorhidrico 2.5 N
gue permitié identificar algunos estandares y obtener los patrones de fragmentacién

de los picos correspondientes.
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Figura 14. Espectro de masas del extracto hidrolizado con HCI 2.5 N que indica los
picos-base de los componentes. Picos identificados: A) acido clorogénico, B) (-)-

epicatequina y C) quercetina.

VI1.4.3.2 Confirmacién de la identidad de los compuestos

Las Figuras 15, 16 y 17 representan los espectros de masas que permitieron
identificar los picos A, B y C de la Figura 14, respectivamente como el acido

clorogénico, la (-)-epicatequina y la quercetina.
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Figura 15. Patron de fragmentacion del pico con el tiempo de retencion de 20.1 min
(Figura 14) que fue identificado como el &cido clorogénico. Fragmentos en orden de
abundancia: 191 (100%) y 353 (8.1%)).
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Figura 16. Patrén de fragmentacion del pico con el tiempo de retencion de 21.1 min

en la Figura 14 y que fue identificado como (-)-epicatequina. Fragmentos en orden
de abundancia: 289.08 (100%), 245.08 (26.7%), 205.05 (8.6%) y 179.04 (5.3%).
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Figura 17. Patron de fragmentacion del pico con el tiempo de retencion de 33.3 min

en la Figura 14 y que fue identificado como quercetina. Fragmentos en orden de

abundancia: 301.04 (100%), 151.01 (62.8%), 179.00 (18.7%) y 121.03 (16.6%).
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VI1.4. 4 ldentificacion de fenoles en el extracto hidrolizado con HCIl 4 N

Como puede apreciarse, s6lo se confirmo en este extracto la identidad del

acido clorogénico (Figura 19) y la (-)-epicatequina (Figura 20).
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Figura 18. Espectro de masas del extracto hidrolizado con HCI 4 N que

indica los picos-base de los componentes eluidos con sus respectivos

tiempos de retencion. A) acido clorogénico, B) (-)-epicatequina.
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Figura 19. Patron de fragmentacion del pico con el tiempo de retencion de 20.1min

en la Figura 18, el cual fue identificado como acido clorogénico. Fragmentos en

orden de abundancia: 191 (100%) y 353 (12.1%).
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Figura 20. Patrén de fragmentacion del pico con el tiempo de retencién de 21.1min
en la Figura 18, el cual fue identificado como la (-)-Epicatequina. Fragmentos en
orden de abundancia: 289.08 (100%), 245.08 (23.3%), 205.05 (12%) y 179.04
(2.1%).

En el Cuadro 7, se indican los compuestos confirmados mediante los

espectros de masas de los diferentes extractos.

Cuadro 7. Compuestos fendlicos identificados mediante EM.

Muestra Compuesto Tiempo de Masa Fragmentos
detectado retencion (min) exacta
Acido clorogénico 20.1 min 354.09 191.06, 353.10, 163.06.
Extracto (-)-Epicatequina 21.1 min 290.07 289.08, 245.08, 205.05,
179.04.
crudo
Hiperosido 25.0 min 464.09 463.09, 301.05.
Pentésido de 26.5 min 434.09 433.09, 301.03.
quercetina
Acido clorogénico 20.0 min 354.09 191.06, 353.10, 163.06.
Extracto (-)-Epicatequina 21.1 min 290.07 289.08, 245.09.
25N Quercetina 33.3 min 302.04 301.04, 151.01, 179.00,
121.03.
Extracto 4 N | Acido clorogénico 20.1 min 354.09 191.06, 353.10, 163.06.
Epicatequina 21.6 min 290.07 289.98, 245.09.
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VI.5 Cuantificacion de los compuestos encontrados en la CLAR

Las curvas de calibracion se obtuvieron a las A de 280 nm y 320 nm,
dependiendo del mejor perfil cromatografico obtenido para cada muestra. De esas
curvas, se dedujeron las ecuaciones lineales que permitieron calcular las
cantidades del compuesto fendlico correspondiente, las cuales fueron extrapoladas
a mg/g de fruto fresco. A continuacion, se describe un ejemplo de esa

extrapolacion.

De los 27.5 mL de extracto obtenidos a partir de la decoccion de 30.11 g de
fruto sin semilla en 30 mL, se tomaron aproximadamente 2 mL del extracto, se
filtraron en un acrodisco de membrana de nylon y se colocaron en un vial de 1.5 mL
de volumen. Finalmente, se inyectaron 20 pL de esta Ultima solucion en el
cromatoégrafo de liquidos.

De acuerdo al area bajo la curva del pico tentativamente identificado como el
estandar y su respectiva curva de calibracion, es posible despejar de la curva la
concentracion correspondiente al area del pico, la cual se calcula despejando de la
ecuacion lineal establecida.

Entonces, en el caso del acido clorogénico para el cual la curva de
calibracion tiende al modelo matematico y = 25585x + 16.69 y que tuvo un area
bajo la curva de 2404.77, la cantidad determinada fue de 0.0933 mg/mL de
extracto.

De esta forma, si 1 mL de extracto contiene 0.0933 mg de acido clorogénico,
entonces a partir de los 27.5 mL obtenidos de los 30.11 gramos de fruto, un gramo
de fruto contendra:

0.0933mg ( 27.5mL) =0.0852 mg/g de fruto.
mL 30.11 ¢

Se sigui6 la misma secuencia de calculo para determinar las cantidades de

los demas compuestos, las cuales se resumen en el Cuadro 8.
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Cuadro 8. Resumen de los compuestos fendlicos cuantificados.

Compuesto A de deteccién Area bajo la mg/g de
fendlico curva fruto fresco
Acido clorogénico 280 nm 2404.77 0.0852
(-)-Epicatequina 280 nm 88.69 0.0052
Quercetina 320 nm 900.72 0.0300
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VIIl. DISCUSION

La presente investigacion se desarroll6 para determinar la actividad
antioxidante del fruto del capulin mexicano y la presencia de algunos de los
compuestos fendlicos mayoritarios, los cuales seran considerados entre los

marcadores de este fruto.

VII.1 Actividad antioxidante y fenoles totales

Los valores obtenidos de la evaluacion de la actividad antioxidante de la
decoccién del fruto nos demuestran que el capulin posee mayor actividad
antioxidante que la de algunos frutos mexicanos como el aguacate, la tuna y la
papaya (Corral-Aguayo y col., 2009) (Figura 37, ANEXO). Los valores de fenoles
totales y flavonoides totales encontrados en la decoccion del fruto del capulin son a
Su vez superiores a los reportados para los frutos mencionados anteriormente, lo
gue nos indica que hay cierta correlacion entre el contenido de fenoles totales y

flavonoides totales con la capacidad antioxidante encontrada en la decoccion.

VII.2 Compuestos identificados en la CLAR-DAD

En el andlisis mediante CLAR acoplada a un detector de arreglo de diodos,
se realizaron determinaciones simultaneas a las longitudes de onda (i) de 280, 320
y 520 nm, debido a que la mayoria de los fenoles simples y flavonoides pueden ser
detectados a las dos primeras A, mientras que las antocianinas, en la tercera, lo
gue nos permite identificar a la mayoria de los compuestos fendélicos que se
encuentran presentes en la decoccién de este fruto. Sin embargo, en este analisis
se obtuvieron los mejores perfiles (deteccion de mayor cantidad de compuestos) a
280y 320 nm.

Mediante este método, en el extracto sin hidrolizar, se detectaron el acido
clorogénico y la (-)-epicatequina. Sin embargo, para evitar una subevaluacién del
potencial farmacolégico de la decoccion del fruto y, debido a que los compuestos

fendlicos pueden encontrarse también en forma de glicésidos, el extracto se
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sometio a hidrolisis con dos concentraciones distintas de acido para aumentar la
disponibilidad de los compuestos fendlicos presentes en la muestra y poder
caracterizar las agliconas. De esta forma, ademas de los dos compuestos
mencionados anteriormente, se identificaron también el acido galico y la quercetina

en estos hidrolizados.

VII.3 Compuestos confirmados e identificados en la CLAR-DAD-EM

La confirmacion de la identidad de los compuestos detectados en el analisis
mediante CLAR-DAD se logré a traves de la espectrometria de masas en la cual se
realiz6 una comparacion entre los patrones de fragmentacién obtenidos con los
patrones de fragmentacion ya reportados en la literatura (Vasco y col., 2009).

Los andlisis de los extractos mediante la CLAR-DAD-EM nos permitieron
identificar en el extracto crudo a dos compuestos en forma de glicosidos: un
pentosido de quercetina y un O-glucosido de quercetina (hiperésido), el cual se
habia reportado como un constituyente del extracto metandlico proveniente de las
hojas del capulin con considerable efecto vasorrelajante (Ibarra y col., 2009). A su
vez en este mismo extracto la espectrometria de masas nos permitié corroborar la
presencia del &cido clorogénico y de la epicatequina. EI mismo analisis descarté la
presencia del acido galico.

Por otra parte, en el extracto hidrolizado con una concentracion de acido
clorhidrico 2.5 N se logr6 corroborar la presencia de acido clorogénico,
epicatequina y quercetina. En cuanto al extracto hidrolizado a una concentracion de
HCl 4 N, solamente se pudo confirmar la presencia de acido clorogénico y
epicatequina. Por lo que la quercetina pudo haberse degradado al estar en contacto
con una mayor concentracion de acido clorhidrico.

En el caso del pico detectado en el analisis mediante CLAR-DAD para
antocianinas (A 520 nm), los fragmentos de dicho pico y de sus cercanos en el
cromatograma, no coincidieron con patrones de fragmentacion ya reportados para

moléculas de este tipo.
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En cuanto a la cuantificacion de los compuestos fendlicos, para el acido
clorogénico y la (-)-epicatequina, ésta se realiz6 a 280 nm mediante las curvas de
calibracion correspondientes a cada estandar encontrado. En el caso de la
quercetina, la cuantificacion se realiz6 a 320 nm, debido a que a esta A se encontro
una mayor intensidad de los picos tanto en la curva de calibracion como en los

cromatogramas de los distintos extractos analizados (crudo e hidrolizados).

En resumen, en la decoccién del fruto sin semilla del capulin, se identificaron
en el presente estudio al 4cido clorogénico [0.0852 mg/g de fruto fresco (g.f.f)], la
guercetina (0.0300 mg/g.f.f.), la (-)-epicatequina (0.0052 mg/g.f.f), el hiperdsido y un
pentésido de quercetina.

Es ampliamente reconocida en la literatura cientifica la actividad antioxidante

de esos compuestos fendlicos y sus propiedades farmacolégicas.

38



VIIl. CONCLUSIONES

Se identificaron y cuantificaron tres compuestos fendlicos: acido clorogénico,

guercetina y epicatequina, siendo los dos primeros los mayoritarios.

Mediante la espectrometria de masas, se identificaron dos glicésidos: el hiperdsido

(3-O-B-D-galactosil quercetina) y un pentésido de quercetina.

De los compuestos identificados, Gnicamente la quercetina se encontraba en forma
de glicosido, ya que solamente se detectd después de la hidrolisis acida del
extracto; los demas compuestos fendlicos no existian en forma de glicosidos, ya
que la hidrdlisis acida no proporcioné cantidades adicionales de los mismos en el

extracto no hidrolizado.
Los compuestos fendlicos encontrados son estables aun a altas temperaturas, lo

cual le confiere a la decoccion del capulin una buena actividad antioxidante,

comparable a la de otros frutos mexicanos.
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CURVA DE CALIBRACION DPPH
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Figura 21. Curva de calibracion para DPPH.
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Figura 22. Curva de calibracién para la cuantificacion de fenoles totales.
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Figura 23. Curva de calibracion para flavonoides totales.
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Figura 24. Cromatograma generado por el acido galico usado como

estandar. Condiciones de analisis: columna XTerra C-18; fase movil: gradiente de

acetonitrilo-acido férmico (0.01 N), flujo: 0.5 ml/min, A de deteccién: 280 nm.
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mél -
: Tr=19.7 min.
yE /
e
80
K
0
2EI-E
e
E
- . r - - - - - - " - I 1 T
i 1 i 30 Time (min) 40 0 Gl
Figura 25. Cromatograma del estandar de acido clorogénico. Condiciones de
analisis: columna XTerra C-18; fase mévil: gradiente de acetonitrilo-acido férmico
(0.01 N), flujo: 0.5 ml/min,\ de deteccién: 280 nm.
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Figura 26. Cromatograma del estandar de (+)-catequina. Condiciones de analisis:

columna XTerra C-18; fase movil: gradiente de acetonitrilo-acido féormico (0.01 N),

flujo: 0.5 ml/min, A de deteccion: 280 nm.
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Figura 27. Cromatograma del estandar de (-)-epicatequina. Condiciones de
analisis: columna XTerra C-18; fase mévil: gradiente de acetonitrilo-acido férmico
(0.01 N), flujo: 0.5 ml/min, A de deteccién: 280 nm.
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Figura 28. Cromatograma del estandar de &cido vanilico. Condiciones de
analisis: columna XTerra C-18; fase mévil: gradiente de acetonitrilo-acido férmico
(0.01 N), flujo: 0.5 ml/min, A de deteccién: 280 nm.
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Figura 29. Cromatograma del estandar de acido protocatéquico (acido 3,4-
dihidroxibenzoico). Condiciones de analisis: columna XTerra C-18; fase movil:
gradiente de acetonitrilo-acido férmico (0.01 N), flujo: 0.5 ml/min, A de deteccién:
280 nm.
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Figura 30. Cromatograma del estandar de quercetina. Condiciones de
analisis: columna XTerra C-18; fase movil: gradiente de acetonitrilo-acido férmico

(0.01 N), flujo: 0.5 ml/min, A de deteccion: 280 nm.
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Figura 31. Cromatograma del estandar de isorramnetina. Condiciones de

analisis: columna XTerra C-18; fase mévil: gradiente de acetonitrilo-acido férmico

(0.01 N), flujo: 0.5 ml/min, A de deteccién: 280 nm.
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Figura 32. Cromatograma generado por kamferol puro. Condiciones de

analisis: columna XTerra C-18; fase mévil: gradiente de acetonitrilo-acido férmico

(0.01 N), flujo: 0.5 ml/min, A de deteccion: 280 nm.
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Figura 33. Cromatogramas obtenidos del extracto hidrolizado con HCI 2.5 N
a 280 nm, 320nm y 520 nm.
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Figura 34. Cromatogramas del extracto hidrolizado con HCI 4 N registrados a
280 nm, 320nm y 520 nm.
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Curvas de calibracion

Acido clorogénico
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Figura 35. Curva de calibracién para la cuantificacion de acido clorogénico a A 280

nm.
Quercetina
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Figura 36. Curva de calibracion para la cuantificacién de quercetina a A = 320 nm.
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uM Eqg. Trolox/g de fruto
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Figura 37. Comparacién de los valores de los ensayos de DPPH y FRAP con

los valores obtenidos en la decoccion del fruto del capulin (Corral y col., 2009)
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