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1. RESUMEN

El ardndano alto (Vaccinium corymbosum L.) es una planta nativa del hemisferio norte
la cual ha sido cultivada para su comercializacion por afos en el este de Canadé y en los
Estados Unidos. Los frutos y hojas de las especies de Vaccinium han sido usados
histéricamente con fines medicinales por nativos norteamericanos para combatir
infecciones urinarias, céalculos del rifion, inflamaciones, como diurético y como
astringente. Las antocianinas, que le confieren el color azul al fruto, intervienen en el
metabolismo celular humano disminuyendo la accion de los radicales libres, asociados
al envejecimiento, cancer, enfermedades cardiacas y Alzheimer. La identificacion de
estos compuestos serviria de base para nuevos estudios y su posterior aplicacion en la
industria alimenticia. Se identificaron de forma cualitativa las antocianinas de los frutos
verdes y maduros como malvidina por comparacion con estandares obtenidos de fuentes
conocidas; para tal fin se empled la cromatografia en capa fina de silica y celulosa
microcristalina.

2. INTRODUCCION

El fruto del arandano (Vaccinium corymbosum L.) es una baya pequefa (con un
caliz en forma de estrella) de color azul, de ahi la denominacién de "blueberry", en
inglés. Perteneciente a la familia de las Ericaceae, estas especies pueden formar grandes
colonias de plantas genéticamente idénticas las cuales estdn conectadas bajo tierra por
sus raices.

El arandano se cultiva en todos los continentes, siendo su centro de produccion los
Estados Unidos y Canada.. El 60% de la produccion se destina a la industria, en la
elaboracion de dulces, pasteles, helados y yogures; sin embargo afio tras afio se
descubren nuevos usos. En particular se ha puesto especial atencion a los estudios sobre
arandanos y su comportamiento durante el almacenamiento que muestran una relacion
positiva entre la capacidad antioxidante y el contenido de antocianinas (Kalt y col,
1999)

Las antocianinas son el grupo mdas importante de pigmentos solubles en agua
visibles al ojo humano presentes en frutos, pétalos de flores y hojas de plantas
(Harborne, 1994). Pertenecen al grupo de los flavonoides, metabolitos secundarios de
los vegetales. Los flavonoides presentan actividad antioxidante ya que son excelentes
dadores de electrones o hidrogeno con la formacion de radicales intermedios
relativamente estables (Nawar, 1993). Este comportamiento estd relacionado con la



capacidad de quelar metales, inhibir la enzima lipooxigenasa y captar radicales libres
(Decker, E. A.; 1997). Como se trata de pigmentos de origen vegetal, el organismo
humano no puede producir estas sustancias quimicas, por lo que deben obtenerse
mediante la alimentacion o en forma de suplementos.

Las antocianinas se acumulan en vacuolas (Wagner, 1982) de células epidermales y
subepidermales, que se localizan en organelas esféricos conocidos como
antocianoplastos. Juegan un rol importante en la atraccion de animales favoreciendo la
polinizacion y dispersion de semillas. Las antocianinas pueden ser un factor importante
junto a otros flavonoides en la resistencia contra plagas. El metabolismo biosintético de
estos compuestos fendlicos parece responder a estimulos ambientales (Blank, 1947,
McClure, 1975; Bohm, 1987), como el incremento de los niveles de luz (Woodhead,
1981; Mancinelli, 1985; Waterman et al.,, 1984). Se cree que estan involucrados en
algunos tipos de respuesta a factores de estrés (Chalker-Scott et al., 1989).
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Figura 1: Estructura de la molécula de antociano.

Dado que las restricciones sanitarias hacia el uso de colorantes sintéticos han
adquirido un gran peso, las antocianinas presentan un gran potencial en la industria
alimentaria al considerarse inocuas y seguras como aditivos (Markakis, 1982). Las
antocianinas muestran isomerizacion por cambios de pH, variando su color y estructura
del anillo central siendo mas estables en medio acido. La coloracion varia con el cambio
de pH, de rojo en medio acido, pasando por amarillo, a azul o violeta en medio alcalino,
también puede formar una pseudo base incolora a pH 4,5. Debido a estas caracteristicas
se utilizan las antocianinas en medio 4cido o ligeramente neutro en la industria
alimenticia y como indicadores.

En los frutos, las antocianinas (glicdsidos) se localizan principalmente en la
cascara, y en menor medida en la pulpa y pueden contener un solo tipo de pigmento,
como en la manzana (Pyrus malus). En cambio, los ardndanos contienen la combinacion
de cinco de las seis antocianidinas (agliconas) comunes. La limitada variaciéon de
antocianinas en frutos no es comparable con la de las flores, donde se han registrado
cincuenta diferentes, de las cuales la cianidina es la mas comun, le siguen la peonidina,
delfinidina, pelargonidina, malvidina y petunidina (Gross, 1987; Macheix et al., 1990;
Van Buren, 1970)
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Figura 2: Estructura de antocianidinas comiinmente encontradas en flores

Para la extraccion de estos pigmentos se ha utilizado la maceracion del tejido en
acido clorhidrico 1%, metanol 80%. La acidificacion con acidos fuertes como el HCI
sirve para mantener un pH bajo. Este puede, sin embargo, alterar la forma nativa del
complejo de pigmentos rompiendo asociaciones con metales, copigmentos y proteinas
(Moore et al, 1982). Para obtener antocianinas lo mas naturalmente posible, el uso de
solventes neutros (por ejemplo, 60% metanol, etilenglicol, n-butanol, acetona) y acidos
organicos débiles (4acido formico, acido acético) han sido recomendados (Hendry,
1992). Kalt y MacDonald (2002), describieron un proceso para la recuperacion de
antocianinas de arandano con un sistema solvente de MeOH:H20: &cido foérmico
(70:28:2) (Agilent Technologies, 2002).

Las reacciones quimicas selectivas para grupos de compuestos en la cromatografia
en papel (CP), y la cromatografia gaseosa (CG), han sido importantes métodos en el
andlisis cualitativo de compuestos fendlicos (Harborne, 1975; Harborne, 1994). La
cromatografia en capa delgada (TLC) tiene sus propias ventajas (rapidez, bajo costo).
Asi también las modernas técnicas de deteccion mediante densitdmetros y cémaras
digitales, han incrementado su versatilidad como un método mundialmente empleado
para el analisis de compuestos fendlicos (Garcia y col., 1993; Summanen, 1999), éste es
un método practico que utiliza eluyentes como BAW (n-butanol-acido acético glacial-
agua, 4:1:5), AWH (4cido acético glacial-agua-acido clorhidrico, 15:82:3), HCl 1%
(HCI concentrado-agua, 3:97) y Férmico (acido clorhidrico concentrado-acido formico-
agua, 2:5:3); la utilizacion de varios solventes ofrece mejores resultados comparativos
(Francis, 1982; Gross, 1987; Harborne, 1967; Harborne et al., 1973; Harborne, 1994).

No puede dejar de mencionarse la versatilidad de la metodologia de deteccion a
través de HPLC-DAD para estos compuestos.

Al ser metabolitos secundarios, la cantidad y calidad de antocianinas en los frutos
dependera, ademas de lo antes mencionado, de su fase de desarrollo; se observa que
para el fruto de arandano, el pigmento adquiere su verdadera forma cuando el fruto se
vuelve maduro, mientras tanto el fruto verde presenta compuestos que podrian
considerarse precursores de las antocianinas propiamente dichas.

Con el objeto de comparar la evolucion del contenido de antocianos a lo largo de su
maduracion y su comportamiento durante el almacenamiento, se trabajo con tres
muestras bien diferenciadas de un mismo fruto: arandanos inmaduros, arandanos



maduros conservados en heladera y ardandanos maduros conservados en freezer. Los
resultados obtenidos serviran de base para realizar estudios posteriores de sus
capacidades como estabilizantes, colorantes y saborizantes de origen natural para
productos alimenticios (ej.: alimentos funcionales).

3. OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue comparar el contenido de antocianos de ardndanos del
NOA, en dos estadios de maduracion y segun el método de conservacion. Ademas se
cuantificaron los pigmentos en frutos maduros conservados en heladera y freezer.

4. METODOLOGIA

4.1) Material Vegetal. Los frutos maduros fueron donados por la seccion de horticultura
de la Estacion Experimental Agroindustrial Obispo Colombres, en el mes de mayo; se
encontraban conservados en heladera (2 a 6 °C). Para mejores resultados comparativos,
una parte de los frutos maduros fueron colocados en heladera y la otra en freezer. Los
frutos verdes, recién cosechados, fueron donados en Monteros,Tucuman; la colecta
también fue realizada en el mes de mayo aproximadamente en la mitad de la etapa de
maduracion.

4.2) Extraccion. Se pesaron 5 gr de, los frutos fueron finamente picados y macerados
con 50 ml de Etanol — HCI 1%, (80:20) por 24 horas. Se realizaron tres filtraciones
sucesivas. La solucion filtrada de cada muestra se concentrd al vacio en evaporador
rotatorio y luego se llevo a sequedad.

4.3) Analisis quimico de los extractos. Para la separacion de los extractos se empled
cromatografia en capa fina como criterio preliminar para la identificacion de las
sustancias, y también la cromatografia con soporte de celulosa.

Se sembraron tres placas, una para cada muestra. La cromatografia ascendente se
realizé en una cuba saturada previamente (1 hora) con BAW (4:1:1) como fase movil.
Se utilizaron cromatoplacas de silica gel (Merck) de 4 x 10 cm como soporte. Las
placas de silica fueron previamente activadas en estufa durante 30 minutos a 115°C. Se
utilizaron en la separacion por cromatografia 30ul de extracto de aproximadamente 50
mg mL-1 de concentracion. Para solubilizar completamente la muestra y mantener el
pH se agregd solucion de extraccion.

La cromatografia con soporte de celulosa microcristalina se realizé en placas de
aluminio (Merck). Se utilizaron HCI 1% y AWH (4c. acético- agua- ac. clorhidrico,
15:82:3) como solventes de desarrollo.

Las placas fueron secadas bajo campana y luego se midieron los Rf. Los valores de
Rf obtenidos fueron comparados con datos encontrados en la literatura.

4.4) Determinacion de antocianos totales. Se cuantificaron antocianos totales con
respecto a malvidina 3 glucosido, segun metodologia descripta por Virachnee
Lohachoompol y col, 2004. Las mediciones se realizaron en un equipo Metrolab visble
a 520 nm.



5. RESULTADOS

La separacion de los pigmentos realizada por cromatografia en capa fina de silica
gel, permitié visualizar, en el caso de los frutos maduros, dos manchas, una rosa muy
débil y otra muy nitida de color azul. En el caso del extracto de frutos verdes se
consiguid la separacion de dos manchas, una amarilla y otra anaranjada. Los pigmentos
de interés corresponden a los frutos maduros, y en particular el de color azul, motivo
por el cual se comparan Rf obtenidos para esa mancha.

Para confirmar la presencia de antocianos se realizd una co-cro-matografia con
testigos, tres sistemas de solventes diferentes, dos soportes distintos en TLC (Silica y
celulosa), y comparacion con datos existentes en la bibliografia.

Los valores de Rf obtenidos por TLC con soporte de celulosa se muestran en la
tabla 1, donde se aprecia que existe concordancia entre los valores de Rf del pigmento
obtenido con los de malvidina 3-gluc6sido para los solventes AWH (35) y HCI 1% (6).
Estos valores coinciden para las muestras de ardndanos conservados en heladera y
conservados en freezer; sin embargo, los ardndanos verdes no proporcionaron datos
suficientes para su deteccion.

Los valores de Rf obtenidos por cromatografia en capa fina de silica gel se
muestran en la tabla 2.

Malvidina AWH (15:82:3) HCl1 1% (97:3)
3-glucosido 35 (30 (a); 32(b)) 5 (6(a); 5(d))
3,5-diglucosido 43(a) 15(c)
Arandanos freezer 35 5
heladers 5 °
Arandanos verdes -- --

Tabla 1: valores de Rf x 100 determinados por cromatografia en capa fina de celulosa de los pigmentos en
estudio, comparado con los obtenidos para diferentes mezclas solventes, por otros autores en CP. (a)
Chen y Luh (1967); (b) Somaatmadja y Powers(1963). (c) Diaz y Olave (1979)

La determinacion cuantitativa de antocianos totales con respecto a malvidina 3
glucosido, dio resultados similares para los arandanos frescos y los que se conservaron
en freezer. (Tabla2)

Tabla 2: valores de Rf obtenidos por cromatografia en capa fina de silica gel. Solvente BAW
(4:1:1)

Antocianinas totales mg/100g de

MUESTRA Rfx 100
muestra fresca*

Arandanos Freezer 452 118,4+0,5

Arandanos Heladera 46.6 159,4+ 0,5




Arandanos Verdes 472 N.D

* Antocianinas totales expresadas como equivalentes de malvidina 3 glucésido
N.D= No Determinado

6. CONCLUSIONES

La extraccion e identificacion del pigmento a través de valores de Rf dieron como
resultado que la malvidina 3-glucosido es el pigmento mayoritario presente en el fruto
maduro del ardndano y al cual se le atribuye mayormente el color del azulado del fruto.
También se concluye que el fruto verde presenta un pigmento que podria ser precursor
de las antocianinas presentes en el maduro pero que no se trata de malvidina 3-
glucoésido.

Ademas se observa que el tipo de almacenamiento del fruto maduro ya sea freezer o
heladera, no altera en forma evidente el contenido cualitativo de antocianinas presentes.
En cuanto a la cantidad de antocianidinas equivalentes a malvidina 3 glucésido, no se
observa diferencia significativa entre las muestras de freezer y las frescas.

Por ello el fruto del ardndano se considera til para extraer el pigmento mencionado
y utilizarlo como aditivo natural en productos alimenticios, tendencia que en la
actualidad ya se estd poniendo en practica en algunos paises como Irlanda donde se
comercializa como alimento funcional un yogur con agregado de extracto valorado de
arandanos (www.glenisk.com/).
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