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Determinacion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de la zarzamora
(Rubus Fruticosus L.) del Distrito las Pirias, Jaén, Cajamarca

Determination of phenolic compounds and antioxidant capacity of blackberry (Rubus
Fruticosus) from the district of Pirias, Jaén, Cajamarca

Sandra Risco S?, Denia Cruzado V2. , James Tirado L 3

RESUMEN

A partir de los frutos de la zarzamora (Rubus fruticosus L.) se determind compuestos fenolicos y su
capacidad antioxidante. Los compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante se determinaron
mediante los métodos del Folin Ciocalteu y del DPPH (2-difenil-1-picril hidrazilo), respectivamente.
Se trabajo con frutos de zarzamora en tres grados de madurez: verde, pintén y maduro, usando, tanto,
la pulpa como la céscara, los cuales fueron tratados a tres temperaturas 60 °C, 70 °C y 80 °C; siendo
el tratamiento a 80 °C el mas eficiente. En la pulpa, en el grado de madurez maduro, se obtuvo una
mayor extraccién de compuestos fendlicos, con 0.9404 + 0.0239 mgGAE/gf; seguido por la cascara,
en el grado pintén con 0.64413 + 0.01891 mgGAE/gf; y por el grado de madurez verde, también en
la céscara, con 0.63522 + 0.01446 mgGAE/gf. Para la capacidad antioxidante, el tratamiento en 80
°C, fue el més eficiente; encontrandose en la c&scara madura, 98.134% + 1.09; seguido por la pulpa
madura, con 97.154% + 1.147 y la pulpa pintona, con 97.036 % + 0.602. Se concluye que a mayor
temperatura hay mayor extraccién de compuestos fendlicos y que el grado de madurez es
determinante en la capacidad antioxidante.

Palabras clave: Compuestos fendlicos, capacidad antioxidante, zarzamora, Folin Ciocalteu, DPPH,
grados de madurez.

ABSTRACT

From the fruits of blackberry (Rubus fruticosus L.), the high content of phenolic compounds and the
antioxidant capacity were determined by the methods of Folin Ciocalteu and DPPH (2-diphenyl-1-
picril hydrazine), respectively. We worked with blackberry fruits in three degrees of maturity: green,
pinton and ripe; using, both, the pulp and the peel, which were treated at three temperatures 60 °C, 70
°C and 80 °C, being the treatment at 80 °C the most efficient. In the pulp, in the degree mature was
obtained higher extraction of phenolic compounds with 0.9404 + 0.0239 mgGAE/gf, followed by in
the degree of maturity pinton in the husk with 0.64413 + 0.01891 mgGAE/gf, and finally, by the
degree of green ripeness in the also husk, with 0.63522 + 0.01446 mgGAE/gf. For the antioxidant
capacity, the treatment in 80°C was also the most efficient; found in the mature peel, 98.134%
followed by the pulp pinton, with 97.036% and, finally, the immature pulp, with 95,798 %. It is
concluded, that at a higher temperature there is greater extraction of phenolic compounds and that the
degree of maturity is determinant in the antioxidant capacity.

Keywords: Phenolic compounds, antioxidant capacity, blackberries, Folin Ciocalteu, DPPH, maturity
levels.

! Universidad Nacional de Jaén, Cajamarca, Perd. Email ; sandra.rissmp@gmail.com
2 Universidad Nacional de Jaén, Cajamarca, Perd. Email : delicruva@gmail.com
3 Universidad Nacional de Jaén, Cajamarca, Perd. Email : tiradojames@hotmail.com



mailto:sandra.risemp@gmail.com
mailto:delicruva@gmail.com
mailto:tiradojames@hotmail.com
mailto:sandra.risemp@gmail.com
mailto:delicruva@gmail.com
mailto:tiradojames@hotmail.com

Sandra Risco S et al

INTRODUCCION

Las zarzamoras (Rubus fruticosus L.) son bayas que contienen una concentracion eleva de pigmentos
naturales (antocianinas) las cuales tienen una accién antioxidante, (Valencia & Guevara , 2013) son
las principales sustancias que controlan los radicales libres, estos son atomos o grupos de atomos que
tienen un electrén desapareado, y tienden a captar un electron de otras moléculas estables con el fin
de alcanzar su estabilidad electroquimica, (Avello & Suwalsky, 2006) la molécula estable que se lo
cede se convierte a su vez en un radical libre, inicidndose asi un ciclo destructivo destruyendo nuestras
células. Cuando el nimero de radicales libres superan a los antioxidantes producto de los factores
externos como la exposicion a los rayos UV, tabaquismo o la mala alimentacion, dentro de nuestro
cuerpo, se produce un “estrés oxidativo” desencadenando el envejecimiento celular y las
enfermedades crénico degenerativas.

Por ello, es muy importante el consumo de antioxidantes sobre todo en las frutas como las
zarzamoras, sus altos contenidos vitaminicos A , B (niacina, tiamina , riboflavina),C y compuestos
fendlicos tales como: &cido galico, 0.13 mg/g; rutina, 1.50 mg/g; quercitina, 2.5 mg/g; isoquercitrina,
0.38 mg/g; acido elagico, 1.50 mg/g; catequina, 1.40 mg/g; epicatequina, 11.20 mg/g; acido
hidroxibenzoico o salicilico, 3.0 mg/g y acido hidroxicindmico, 8.8 mg/g. (Wada & Ou, 2002), hacen
que esta fruta controle la produccion excesiva de radicales y a su vez prevenir de diversas
enfermedades cardiovasculares, cancerigenas y neuroldgicas. (Harborne, 1989)

Bajo este contexto sobre el interés por la salud y la gran produccion de zarzamora de manera silvestre
en el distrito Las Pirias, se desarrollo este trabajo investigacion cuyos objetivos fueron: i) determinar
la concentracion fendlica en los estados verde, pinton y maduro de la zarzamora, del distrito de las
Pirias, Jaén, Cajamarca Y, ii) determinar la capacidad antioxidante en los estados verde, pintdn y

maduro de la zarzamora, del distrito de las Pirias, Jaén, Cajamarca.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de ejecucion

La presente investigacion se realizd en los laboratorios de Facultad de Ingenieria y Ciencias Agrarias
de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza.

Determinacion del pH

Se midié el pH de las muestras con ayuda del potenciometro.

Solidos solubles o grados °Brix

Se colocO 1 a 2 gotas del extracto en el prisma del refractometro Mettler, anotando la medida
observada a través del ocular.

Determinacion de la Acidez

En un matraz Erlenmeyer, conteniendo 10 ml de agua destilada, se agregd 1.0 g de muestra y 3 gotas

de fenolftaleina, procediéndose a titular con NaOH 0.1N.
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Para calcular el porcentaje de acidez, segun el volumen gastado, se utilizo la ecuacion (1).

% Acidez =100((N.V. peX)/W) 1)

Donde:
N: normalidad de la solucion de NaOH
V: ml de NaOH gastados en la titulacion
peX: peso mili equivalente del acido organico X
W: peso de la muestra con 4 cifras decimales
Determinacion de Humedad
El analizador de humedad se precalentd manualmente a 40°C. Se usé 3g de muestra y se secaron a
una temperatura de 105°C.
Determinacion de compuestos fenolicos: Método de Folin-Ciocalteu
Se determiné usando el reactivo de Folin-Ciocalteu y se expreso a través de una curva de calibracion
con el patron &cido galico como estandar.
Preparacion de reactivos
- Se prepar6 100 ml de Folin Ciocalteu diluido a 0.25N, con 10 ml de folin y 90 ml de agua ultra
pura. El reactivo se protegio de la luz y sometido a refrigeracion, hasta su uso.
- Parael carbonato de sodio al 20%; se pes6 75 g Na,CO5 y 11 ml de agua ultra pura, mezclandose
en un matraz.
- Laboca del matraz, se tap6 con papel parafilm y se envolvid con papel aluminio; manteniéndose
en oscuridad.
- En el acido galico se peso 40 g en 40 ml de agua ultra pura, utilizando la proporcién de 1:1
ml/mg.
Preparacion del patrén madre acido galico
- Se codificé 9 tubos de ensayo desde el 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12,14 y 16 (Tabla 1).

Tabla 1. Preparacion de la curva patron de &cido galico a partir de una disolucidn concentrada de 100 mg/l (1:10)

Cadigo Tubo de Ensayo Reactivos
Acido galico (ml) Agua (ml)

. 0 0 10
>3 2 0.2 9.8
Ec 4 0.4 9.6
D = 8
T & = 6 0.6 9.4
c O ©
S g @ 8 0.8 9.2
S 2> 0o
£ 32 10 1.0 9.0
g = ° 12 1.2 8.8
S 3 14 1.4 8.6

16 1.6 8.4

Fuente: (Garcia Martinez, Ferndndez Segovia & Fuentes Lopez)
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Se afiadi6 a cada tubo la cantidad correspondiente de &cido galico. En caso del tubo 0 no se
agreg6 nada, mientras que al tubo 2 se afiadié 0.2 ml.

Se afiadi6 a cada tubo las alicuotas correspondientes de agua ultra pura, aforando siempre a 10
ml.

Luego se agrego6 0.15 ml de Folin Ciocalteu y 0.30 ml de carbonato de sodio.

Finalmente se agitd en el vortex por 10 segundos manteniéndolo, seguidamente, en obscuridad

por 2 horas.

Determinacion polifenoles totales

Se siguio la siguiente metodologia:

Primeramente, se diluyé la muestra de la pulpa y la cascara a diferentes soluciones (Tabla 2).

Tabla 2. Disoluciones de las muestras.

Disoluciones pulpa (ul) Cascara (ul)
Grado Madura 10 pl—90 pl 10 pl—60 ul
Grado Pintona 10 pl —40 pl 10 pl =50 ul
Grado Verde 10 pl —30 pl 10 I =70 pl

De las disoluciones preparadas por cada tratamiento, se tomé 0.05 ml y se colocaron en cada uno
de los tubos de ensayo.

Después se diluy6 con 45 ml de agua ultra pura a cada tubo de ensayo.

Se agreg6 2,5 ml de Reactivo Folin Ciocalteu y 0,2 ml de Na,CO05 al 7.5%.

Se homogenizo el contenido en el vortex por 10 segundos, sometiéndolos luego a la estufa a
50°C por 5 min.

Se colocaron, los tubos en un lugar oscuro a temperatura ambiente durante 2 horas, forrado con
papel aluminio.

Concluido el tiempo, se midio la absorbancia a 765 nm que se representa como mg de

equivalentes de &cido galico (GAE) por mg de muestra.

Determinacion de la capacidad antioxidante mediante el método DPPH (2-difenil-1-picril
hidrazilo)

Para determinar la capacidad antioxidante, se siguio la metodologia propuesta por (Williams & M.E.
Cuvelier, 1995)

Se prepar6 300 ml de una solucion de DPPH en metanol 15 mg/I.

Luego se preparo una solucion metabolica de la muestra a analizar en una concentracion de 300
pa/l, utilizando 0.6 ml de extracto de zarzamora y 2 ml de metanol (Solucion A).

Se preparo el blanco con metanol agua 2:1 para ajustar el espectrofotémetro a cero.

El blanco de muestra se prepard con 0.75ml de muestra (solucion A) y 1.5 de metanol.

Se preparo el patron de referencias con 1.5 de solucion DPPH y 0.75ml de agua ultra pura.
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- Luego se prepar6 una muestra con 0.75 ml de solucién A y 1.5 ml de solucién DPPH,
obteniéndose una concentracion final de 100 ug/ml. Se dejo reposar por 5 min.

- Serealizé la lectura a 517 nm en el espectrofotometro.

- Se midid la absorbancia del patron de referencia y del blanco de muestra.

- Posteriormente con los valores de absorbancia obtenidas, se determind el porcentaje de captacion

de radicales libres DPPH) mediante la siguiente ecuacion (2):

. (A2 - A3)
0,
% de captacion de _ 1 o % 100 @)

radicales Al

Dénde:
Al=Absorbancia del patrén de referencia.
A2= Absorbancia de la muestra.
A3=Absorbancia del blanco de muestra.
Disefio experimental
Se utilizé el Disefio Completamente al Azar (DCA) con 4 repeticiones y arreglo factorial 3A x 3B.

Factores y niveles del estudio
En la Tabla 3, se muestran las variables para el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad

antioxidante.

Tabla 3. Niveles de variables en estudio.

Factor Niveles de estudio
Al: Verde
A2: Pintén
A3: Madura

A = Grado de madurez

B1: 60 °C
B = Temperatura (°C) B2: 70 °C
B3:80°C

Factor de respuesta C = Contenido de los compuestos fendlicos en los grados de madurez de la zarzamora.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion del pH

En la Tabla 4, se observa que el pH de los frutos de zarzamora en estado maduro es mayor comparado
a los frutos en estado de madurez pintona y verde. Lo encontrado en esta investigacion coincide con
lo encontrado por (Ayala Sanchez, Valenzuela Real, & Bohdrquez Perez, 2013) quienes encontraron
que el pH aumenta conforme el fruto de mora de castilla (Rubus glaucus) va madurando este efecto

se debe a que, los iones H+ conforman sustratos como sacarosa y glucosa, haciendo que la
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concentracion en la vacuola disminuya, evidenciando ligeros cambios de pH, y reduccion de la acidez

y mejoramiento en el sabor de los frutos.

Tabla 4. Determinacion del pH en diferentes grados de madurez de la zarzamora (Rubus Fruticosus L.)
pH

Zarzamora Madura Zarzamora Pintona Zarzamora Verde
3.7 3.4 3.01

Solidos solubles o grados °Brix

La Tabla 5, muestra que el grado de mayor cantidad de sélidos solubles de sacarosa fue en los frutos
de zarzamora en estado maduro. Estos resultados coinciden con lo encontrado por (Bonilla, 2018),
quienes determinaron que los grados °Brix aumentan a medida que el fruto madura. Asimismo, Ayala
et al., (2013) manifiesta que, la correlacién positiva entre el estado de madurez y el aumento de los
SST se atribuye a la conversion de &cidos organicos en azucares o la translocacién de carbohidratos

de reserva a sacéridos simples atendiendo a la baja capacidad fotosintética del fruto.

Tabla 5. Determinacion de los grados °Brix diferentes grados de madurez de la zarzamora

°Brix

Zarzamora Madura Zarzamora Pintona Zarzamora Verde
7.0 6.3 4.0

Determinacién de la acidez de frutos de zarzamora

En la Tabla 6 se observa que el porcentaje de acidez mayor es 1.1% en el grado de madurez madura
seguido por los grados de madurez verde y pintona, respectivamente. (Rojas, 2012) manifiesta que,
laacidez se incrementa a medida que avanza el desarrollo de la fruta de zarzamora y cuando comienza
la maduracion el porcentaje de acidez decrece. Esta afirmacion, tiene relacion con los resultados de
la Tabla 6, indicando que en estados inmaduros la acidez es menor en comparacion con el estado

maduro.

Tabla 6. Porcentaje de acidez en diferentes grados de madurez de la zarzamora (Rubus Fruticosus L.)

Acidez
Zarzamora Madura Zarzamora Pintona Zarzamora Verde
1.1% 0.32% 0.64%

Determinacion de la humedad
Respecto a la humedad de los frutos de zarzamora, Tabla 7, se encontré que en los frutos con grados

de madurez verde la humedad es mayor que en los frutos maduros y pintones. Rojas (2012), en frutos
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maduros de zarzamora silvestre determind 79.72 % de humedad, acercandose este valor al encontrado

en esta investigacion.

Tabla 7. Determinacion del porcentaje de humedad en diferentes grados de madurez de la zarzamora (Rubus Fruticosus
L.)

Humedad
Zarzamora Madura Zarzamora Pintona Zarzamora Verde
71.11% 61.67% 74.45%

Calibracion de la curva

Los datos de la Tabla 8 fueron sometidos a un analisis estadistico de regresion lineal, con el objeto
de obtener una curva de calibracion del método y la ecuacién que vincule las dos variables. El analisis
de regresion, Figura 2, indica una relacion directa entre la absorbancia y el contenido de &cido galico;
es decir, hay una relacion directamente proporcional entre la concentracion de compuestos fendlicos
en (R. fruticosus) y la absorbancia. El coeficiente de determinacion, cuyo valor es de 0.9986, indica

que el trabajo ha sido realizado eficazmente.

Tabla 8. Medicion de la absorbancia (nm) con el &cido galico para la curva de calibracion.

Cddigo del tubo de ensayo R1 R2 R3 Promedio
0 0.022 0.023 0.027 0.024
2 0.035 0.032 0.031 0.033
4 0.049 0.046 0.05 0.048
6 0.06 0.066 0.059 0.062
8 0.076 0.073 0.077 0.075
10 0.089 0.092 0.092 0.091
12 0.104 0.102 0.104 0.103
14 0.119 0.119 0.116 0.118
16 0.131 0.129 0.133 0.131
0.140 R? =0.9986 *
8138 y =0.0069x + 0.021 o

£ 0.080 o

E 0.060 '

% oom e

< O:OOO

0 5 10 15 20
Acido galico mg/L
Figura 2. Curva de calibracion del acido galico.
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Compuestos fendlicos mg GAE/gf

Los resultados obtenidos indican que en la fruta madura a una mayor temperatura se logra una mayor
extraccion fenolica (Tabla 9). Comparando los datos de pulpa verde y cascara verde, se observa que
los fenoles totales obtenidos en el tratamiento a 80 °C en la cascara de verde, resulta mas eficiente,
considerando que la extraccion lograda de 0.6352 mg GAE/gf, es mayor que los demas tratamientos.
Esto puede indicar que a mayor temperatura favorece una mayor extraccion fenolica. Comparando
los datos de pulpa pintona y cascara pintona, arrojan que los fenoles totales obtenidos en el
tratamiento a 80°C en cascara pintona, resulta ser mas eficiente, obteniéndose una extraccion de
0.6441 mg GAE/gf. Del mismo modo, en la pulpa madura y cascara madura, los fenoles totales
obtenidos en el tratamiento a 80 °C en pulpa madura, resulta mas eficiente, alcanzando un valor de
extraccion de 0.9404 mg GAE/gf. De estos resultados se puede afirmar que, en el grado de madurez
de la zarzamora madura a una temperatura de 80 °C, se obtiene mayor cantidad de compuestos
fendlicos, lo cual puede corroborarse con Wada & Ou (2002) quienes indican que, la zarzamora
contiene 0.13 de acido gélico.

Cada valor representa la media de 4 repeticiones * la desviacion standard

Tabla 9. Compuestos fendlicos de frutos de zarzamora. Prueba de Tukey al 0.05 de probabilidad.

Grados de madurez Compuesto fendlicos mg GAE/gf
CV 60 CV 70 CV 80
Zarzamora Céascara 0.3808+0.0482° 0.5683+0.0334° 0.6352+0.014462
Verde PV 60 PV 70 PV 80
Pulpa 0.32495+0.01367° 0.3583740.01145% 0.35918+0.01009?
CP 60 CP 70 CP 80
Zarzamora Céscara 0.518+0.0415° 0.6104+0.02632 0.64413+0.01891a
Pintona PP 60 PP 70 PP 80
Pulpa 0.1913+0.0318° 0.26462+0.009372 0.2883+0.02342
CM 60 CM 70 CM 80
Zarzamora Cascara 0.7169+0.0523 0.9016+0.0638? 0.9111+0.008152
Madura PM 60 PM 70 PM 80
Pulpa 0.4078+0.057¢ 0.5774+0.0432° 0.9404+0.0239?

Valores son promedio + desviacion estandar
a, b, c letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

Determinacion DPPH capacidad antioxidante
De la Tabla 10, se observa que el tratamiento a 80°C, la capacidad antioxidante en la pulpa verde es mayor
(95.798%) que en la cascara verde (93.463%). Entre la pulpa pintona y céscara pintona, la capacidad

antioxidante, se obtiene con mayor eficiencia en el tratamiento a 80°C para la pulpa pintona, cuya
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extraccion es del 97.036 %. Por otro lado, al comparar la capacidad antioxidante entre pulpa madura
y cascara madura, la mayor extraccion es en la cdscara madura tratada a 80°C, con una extraccion del
98.134 %.

De estos resultados se puede afirmar que, en el grado de madurez de la zarzamora madura a una
temperatura de 80 °C, se obtiene mayor cantidad de compuestos fendlicos, lo cual puede corroborarse
con (Wada & Ou, 2002) quien indica que, la zarzamora contiene 0.13 de acido galico.

De estos resultados, se puede afirmar que la zarzamora, tanto la cascara como la pulpa, contiene una
alta capacidad antioxidante (% captacion de radicales libres). El empleo de antioxidantes resulta
beneficioso para la prevencion de las enfermedades crdnicas y neurodegenerativas como de

alzhéimer, parkinson, diabetes, artritis reumatoide y cancer Gonzalez (2015).

Tabla 10. DPPH de frutos de zarzamora. Prueba de Tukey al 0.05 de probabilidad.
DPPH (2-difenil-1-picril hidrazilo)

Grados de madurez

CV 60 CVv 70 CV 80
Zarzamora Cascara 91.39+0.238° 92.042+0.508° 93.463+0.716°2
Verde PV 60 PV 70 PV 80
Pulpa 92.866+1.253 95.481+0.2842 95.798+1.1272
CP 60 CP 70 CP 80
Zarzamora Cascara 94.686+ 0.248?2 95.105+0.5082 95.121+0.4418
Pintona PP 60 PP 70 PP 80
Pulpa 88.826+0.832¢ 90.921+0.448° 97.036+0.602a
CM 60 CM 70 CM 80
Zarzamora Céascara 85.09+0.915° 88.088+5.02° 98.134+1.092
Madura PM 60 PM 70 PM 80
Pulpa 90.918+0.1462¢ 96.606+0.215° 97.154+1.147a

Valores son promedio * desviacion estandar
a, b, c letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

CONCLUSIONES

La mayor concentracion fenolica (cantidad de fenoles totales mg GAE/gf) se encontr6 zarzamora
madura y la temperatura de concentracion que influyd en el contenido de polifenoles fue de 80°C
tanto en la pulpa (09404 mg GAE/gf) como en la céscara (0.9111 mg GAE/gf). La capacidad
antioxidante (% captacion de los radicales libres), evaluada mediante el método de DPPH, fue mayor
en el grado de madurez maduro, en el tratamiento a 80°C, alcanzando en la cascara madura 98.134%
y en la pulpa madura un 97.154% de captacion de radicales libres respectivamente, existiendo
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diferencia significativa entre los estados de madurez, la temperatura del tratamiento y el efecto
combinado del estado de madurez y la temperatura.
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