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RESUMEN

Los antocianos son colorantes naturales pertenecientes al grupo de los flavonoides. Estan presentes en casi todas las plantas y en
todas sus partes, sobretodo en flores y frutos (particularmente en bayas). Para determinar la actividad antioxidante de los pigmentos
antocianicos se ha utilizado el radical ABTS** formado tras la reaccion de 2,2 azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfonico) (ABTS) con
persulfato potasico, incubados a temperatura ambiente y durante 16 horas. Se determiné la capacidad antioxidante de cinco antocianos
puros: delfinidina, cianidina, peonidina, pelargonidina y malvidina todos ellos glucosilados en el C-3 del anillo C con excepcion de la
delfinidina. De los antocianos ensayados, delfinidina y cianidina 3-glucésido presentan mayor actividad antioxidante, 2 veces mas que
el Trolox (antioxidante sintético de referencia). Los demas antocianos tienen menor actividad pero potencial equiparable al Trolox. Por
lo tanto, ademas de las caracteristicas colorantes, los antocianos poseen potente propiedad antioxidante.

Palabras-claves: antocianos; capacidad antioxidante; radical ABTS".

RESUMO

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE PIGMENTOS ANTOCIANICOS. As antocianinas sdo pigmentos naturais que pertencem ao grupo de
flavonoides. Estao presentes em quase todas as plantas e em todas as partes, principalmente nas flores e frutos (particularmente nas
bagas). Para determinar atividade antioxidante dos pigmentos antocianicos utilizou-se o radical ABTS** formado pela reacao de
2,2 azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) (ABTS) com persulfato de potassio, a temperatura ambiente por 16 horas. Determi-
nou-se a capacidade antioxidante de cinco antocianinas: delfinidina, cianidina, peonidina, pelargonidina e malvidina todas glicosiladas
no C-3 do anel C com excecao da delfinidina. Das antocianinas determinadas a delfinidina e cianidina 3-glicosideo apresentaram maior
atividade antioxidante, duas vezes superior ao Trolox (antioxidante sintético padrao). As demais antocianinas tem menor atividade,
porem com potencial equiparavel ao Trolox. Portanto, além das caracteristicas como pigmentos, as antocianinas possuem potente

propriedade antioxidante.

Palavras-chave: antocianinas; capacidade antioxidante; radical ABTS**.

1 - INTRODUCCION

Estudios realizados con compuestos polifendlicos
y especialmente los flavonéides demuestran su
capacidad antioxidante y su significativa contribucién
en la dieta, asi como su efecto en la prevencion de di-
versas enfermedades tales como: enfermedades cardio-
vasculares, cancerigenas y enfermedades neurolégicas
[5, 6,9, 14, 15, 16, 18].

Los polifenoles son efectivos donadores de
hidrégenos, particularmente los flavonoides. Su poten-
cial antioxidante es dependiente del nuimero y de la
posicion de los grupos hidroxilos y su conjugacion, asi
como de la presencia de electrones donadores en el anillo
estructural [8], debido a la capacidad que posee €l grupo
aromatico de soportar el desapareamiento de electrones
por desplazamiento del sistema de electrones-n [10].

Los antocianos, pigmentos flavondlicos, tienen una
estructura quimica adecuada para actuar como antioxi-
dantes, pueden donar hidrogenos [8, 20], o electrones a
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los radicales libres o bien atraparlos y desplazados en
su estructura aromatica [10]. Una actividad antioxidante
optima se relaciona con la presencia de grupos hidroxilos
en las posiciones 3" y 4” del anillo B, los cuales confieren
una elevada estabilidad al radical formado [5, 14]. Los
grupos hidroxilos libres en las posicion 3 del anillo C y
en la posicion 5 del anillo A, junto con el grupo carbonilo
en la posicion 4 son donadores de electrones [12]. La
diversidad estructural contribuye favorablemente a la
existencia natural de unos 300 antocianos con diferen-
tes sustituciones glucosidicas [5], en la estructura ba-
sica del ion fenil-2-benzopirilio o flavilio, representado
en la Figura 1 los principales antocianos.

FIGURA 1. Estructura quimica de los antocianos.
Dp (1, R=OH, R,=OH); Cy 3-glu (3, R=OH, R,=H); Pg 3-glu
(5, R,=H, R,=H); Pn 3-glu (6, R=OCH,, R,=H); Mv 3-glu
(7, R,= OCH,, R,= OCH,).
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Actualmente el método ABTS tiene sido ampliamente
usado tanto para materiales biologicos, compuestos
puros o extractos de plantas de naturaleza hidréfila o
lipofilica. El compuesto cromégeno ABTS presenta color
azul/verde con maximo de absorcion a 342nm, es muy
soluble en agua y quimicamente estable [1]. El radical
ABTS** una vez generado por medio de enzimas
(peroxidasa, mioglobina) [7] o quimicamente (di6xido de
manganeso, persulfato potasico o ABAP [2,2"-azobis-(2-
amidinopropeno) HCI] [11, 17, 19], pasa a presentar
nuevas caracteristicas con maximos de absorcion a 414,
645, 734y 815nm [7, 13].

El radical ABTS** es mas indicado para ensayos de
compuestos coloreados, como el caso de los antocianos,
por presentar absorcion maxima proxima a la region
infrarroja (734nm) reduciendo posibilidades de
interferencias de compuestos coloreados que absorben
en la region del visible o compuestos resultantes de
reaccion secundaria. Ademas radical generado
quimicamente (persulfato potasico) desarrollado por RE
et al. [11], fue validado por su estabilidad,
reproducibilidad y por ser una alternativa mucho mas
viable econémicamente al método anteriormente des-
crito [7]. El objeto de este estudio fue determinar y com-
parar la actividad antioxidante de distintos antocianos
3-o-glucosilados, aplicando el método ABTS [11] obser-
vando la longitud de onda especifica para estos
compuestos.

2 - MATERIAL Y METODOS

2.1 - Material

Se utilizoé Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-
2-acido carboxilico 97%, Aldrich Chemical Co.,
Gillingham, Dorset, UK) como antioxidante de referencia.
Los antocianos peonidina 3-glucésido (Pn 3-glu), pelar-
gonidina 3-glucésido (Pg 3-glu); malvidina 3-glucésido
(Mv 3-glu); delfinidina (Dp) y cianidina 3-glucésido
(Cy 3-glu) se obtuvieran de Extrasyntheése (Lyon-Nord,
Francia). El ABTS, 2,2 azinobis (3-etilbenzotiazolin
6-acido sulfénico) en forma de sal diamoénica y el
persulfato potasico (ultrapuro) fueran obtenidos de Sigma
Aldrich (Poole, Dorset, UK). Los antocianos fueron
disueltos en etanol acidificado a pH 1,3 a una
concentracion de 0.5mM. Todos los ensayos se efectuaran
en un Espectrofotometro modelo HP 8452A (Cheadle
Heath, Stockport Cheshire, UK) con celula de tempera-
tura controlada.

2.2 - Actividad antioxidante

Con modificaciones en la metodologia desarrollada
por RE et al., [11] el radical ABTS* se form¢ tras la
reaccion de ABTS (7mM) con persulfato potasico
(2,45mM, concentracion final) incubados a temperatu-
ra ambiente y en oscuridad durante 16h. Una vez for-
mado el radical ABTS** se diluy6 con etanol hasta
obtener un valor de absorbancia de 0,700 = 0,100 a
754nm (longitud de maxima absorcién). Las muestras
filtradas (antocianos) se diluyeron con etanol hasta que

se obtuvo un 20-80% de inhibicion comparadas con la
absorbancia del blanco tras anadir 20uL de la muestra.
A 980uL de dilucion del radical ABTS™* asi generado se
le determina la A, a 30°C, se anade 20uL de la muestra
(dilucion de antocianos) y se mide de nuevo a A__, pasado
1 minuto. La absorbancia fue continuadamente medida
después de 4 minutos. El antioxidante sintético Trolox
de referencia a concentracion de 0-15uM (concentracion
final) en etanol se ensay6 en las mismas condiciones y
los resultados son expresados en TEAC (actividad
antioxidante equivalente a Trolox).

3 - RESULTADOS Y DISCUSION

Los maximos de absorcion del radical ABTS** generado
por persulfato potasico disuelto en etanol se observan
claramente en Figura 2, que no coincide los maximos de
absorcion de los antocianos. Una vez que la solubilidad
y estabilidad del radical ABTS** depende de la reaccion
por la cual es generado y del medio en que esté disuelto,
presentando asi este radical tres puntos maximos de
absorcion 414, 752 y 842nm en medio acuosoy 414, 730
y 873 en medio etanolico generado enzimaticamente [2],
y 753nm en medio acuoso cuando se genera por adicion
de ABAP [2,27-azo-bis-(2-amidinopropano) HCI] [19]. Se
eligié entonces como longitud de onda para efectuar las
medidas, el segundo maximo (A = 754nm), pues a partir
de 650nm la absorbancia de la muestra resulta ser nula.
La estabilidad del radical formado se comprob6 median-
te medidas de la absorbancia a 754nm a intervalos de
6 horas, y se pudo comprobar cémo el radical se mantiene
estable por un periodo superior a 24 horas una vez
transcurridas las primeras 18 horas iniciales desde su
generacion. La disolucion del radical puede ser utilizada
hasta pasadas 48 horas después de haberse generado.
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FIGURA 2. Superposicion de los espectros del radical ABTS**
y antocianos disueltos en etanol.

Los resultados obtenidos aplicando el método ABTS
nos llevan a la conclusion de que aquellas agluconas
con idéntica hidroxilacion en los anillos A y C, y
compuestos con solo un grupo OH en el anillo B (4"-OH)
incluyendo pelargonidina, malvidina y peonidina
presentan menor actividad antioxidante comparado con
compuestos que poseen agrupacion 37,4° di-OH
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sustituidos como delfinidina y cianidina 3-glucésido
(Tabla 1). La importancia de los grupos hidroxilos en la
posicion 3" y 4~ del anillo B contribuye a la elevada
capacidad antioxidante también encontrada en las
flavonas [3, 12, 14, 20].

TABLA 1. Determinaciéon del TEAC (actividad antioxidante
equivalente a Trolox) de patrones de antocianos por
método ABTS (media + DE, n =3).

Antocianos ‘ Denominacién ‘ TEAC (mM)
Delfinidina cloruro de delfinidina 2,45+ 0,14
Cianidina 3-glucésido cloruro de kuromanin 1,85+ 0,26
Peonidina 3-glucésido cloruro de peonidina 3-glucésido 1,49 £0,19
Pelargonidina 3-glucésido cloruro de callistephin 1,50 + 0,08
Malvidina 3-glucésido cloruro de oenin 1,41 £0,07

Por otra parte los flavonoides con un mayor numero
de grupos hidroxilos tienen mayor actividad antioxidante
[4]. Como se comprueba para los antocianos con grupos
hidroxilos en las posiciones 4, 5 y 6, que presentan va-
lores de actividad antioxidante de 1,50; 1,85;y 2,45 (me-
dia + DE, n = 3) (Tabla 1) como pelargonidina, cianidina y
delfinidina respectivamente. Asi como la eficacia de los
flavonoides como antioxidantes esta relacionada con el
grado de hidroxilacion, también desciende con Ila
sustitucion por azucares, presentando los glucésidos
menor actividad antioxidante que sus correspondientes
agluconas [20].

4 - CONCLUSION

Los compuestos antocianicos ensayados presentan
actividad antioxidante equiparable o mayor que Trolox,
de acuerdo con la diferente sustitucién hidroxil o
metoxilo. Entre los antocianos ensayados con el méto-
do ABTS en longitud de onda a 754nm, delfinidina y
cianidina 3-glucosido presentaran actividad antioxidante
cerca de dos veces superior al Trolox. El resto de
antocianos tienen menor actividad pero con potencial
equiparable al Trolox. Por lo tanto, ademas de las ca-
racteristicas colorantes, los antocianos poseen poten-
te propiedad antioxidante.
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