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RESUMEN

Las antocianinas son compuestos bioactivos que desempefian diversas funciones, una de las
cuales es la coloracién. Son flavonoides que se encuentran ampliamente en la naturaleza y se
consumen como parte de la dieta humana. La industria alimentaria produce una gran cantidad
de residuos alimentarios, de los cuales se pueden extraer estos compuestos bioactivos, entre
otros.

En este trabajo, se realiz6 un estudio comparativo sobre el contenido de antocianinas en
vegetales en estado fresco y en etapa avanzada de madurez, que pueden considerarse como
residuos en esta fase de su vida. Los vegetales estudiados fueron repollo morado, berenjena y
pimiento rojo, y las frutas fueron ardndanos, frutillas y cerezas, todas ellas ampliamente
consumidas en la Republica Argentina. El objetivo fue determinar la posible variaciéon en las
antocianinas cuando alcanzan el momento de ser descartadas y analizar si su contenido es
importante para su aprovechamiento. Las muestras que presentaron las mejores caracteristicas
para su implementacion como fuente de antocianinas fueron el repollo morado y los arandanos,
con niveles de antocianinas mas altos que las otras muestras, 323.15 y 168.48 mg/100g,
respectivamente. En las muestras simuladas de residuos, se pudo observar una disminucion del
10% en el repollo morado y un aumento del 11% en los ardndanos. Esta pérdida podria deberse
a la degradacion de algunas de las antocianinas después de 7 dias de almacenamiento a
temperatura ambiente. En el caso de los ardndanos, este aumento podria atribuirse a un mayor
grado de madurez de los arAndanos después de ese periodo de tiempo, lo que conlleva un
aumento en el contenido de antocianinas. Asimismo, se realizé un analisis por HPLC y se
pudieron identificar las principales antocianinas que se encuentran en su composicion en las
diferentes muestras analizadas. En la muestra de repollo morado, se encontraron Cyd-3-Soph-
5-Glu, Cyd-3,5-diGlu, Cyd-3(p-OH-Ben) Soph-5-(Oxa) Glu, Cyd-3(Sin) Triglu-5-Glu. y en las
muestras de arandanos se encontré una amplia variedad de antocianinas. Ellas fueron: Del-3-O-
Gal., Cyd-3-O-Gal., Del-3-O-Ara., Pet-3-O-Gal., Pet-3-O-Ara., Cyd-3-O-Ara., Mal-3-O-Glu., Mal-
3-0O-Ara. Ademas, se realizaron analisis de TLC y espectro de absorcion en el infrarrojo cercano.
Se encontraron las bandas de absorcién de los grupos funcionales caracteristicos de las
estructuras de las antocianinas. Por ultimo, a través de los resultados obtenidos, podemos
afirmar que el uso de residuos de frutas y verduras para obtener antocianinas es factible, aunque
se necesitard mas investigacion para continuar optimizando el proceso de extraccién, la
proteccion de las antocianinas de agentes externos que puedan degradarlas y su escalado a
nivel industrial. Asimismo, sera necesario estudiar sus numerosas aplicaciones para contribuir a
la sostenibilidad del planeta.

Palabras claves: antocianinas, flavonoides, compuestos bioactivos, residuos alimenticios.
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ABSTRACT

Anthocyanins are bioactive compounds that serve various functions, one of which is coloration.
They are flavonoids widely found in nature and consumed as part of the human diet. The food
industry produces a large amount of food waste, from which these bioactive compounds, among
others, can be extracted.

In this work, a comparative study was carried out on the anthocyanin content of vegetables in a
fresh state and in an advanced stage of maturity, which may be required as a residue in this
phase of their life. The vegetables studied were purple cabbage, eggplant and red pepper, and
the fruits were blueberries, strawberries and cherries, all of them widely consumed in the
Argentine Republic. The purpose was to determine the possible variation in anthocyanins when
they reach the moment of they are discarded and to analyze if their content is important for their
use. The samples that presented the best characteristics for its implementation as a source of
anthocyanins were red cabbage and blueberries, with higher anthocyanin levels than the other
samples, 323.15 and 168.48 mg/100g, respectively. In the residue simulated samples, a 10%
decrease could be seen in red cabbage and an 11% increase in blueberries. This loss could be
due to the degradation of some of the anthocyanins after 7 days of storage at room temperature.
In the case of blueberries, this increase could be attributed to a greater ripening of the blueberries
after that period of time, which produces an increase in the anthocyanin content. Likewise, an
HPLC analysis was carried out and the main anthocyanins found in its composition could be
identified in the different samples analyzed. In the red cabbage sample, Cyd-3-Soph-5-Glu, Cyd-
3,5-diGlu, Cyd-3(p-OH-Ben) Soph-5-(Oxa) Glu, Cyd-3( Syn) Triglu-5-Glu. and in the blueberry
samples, a wide variety of anthocyanins were found. They were: Del-3-O-Gal., Cyd-3-O-Gal., Del-
3-0O-Ara., Pet-3-0O-Gal., Pet-3-O-Ara., Cyd- 3-O-Ara., Mal-3-O-Glu., Mal-3-O-Ara. In addition, TLC
and near-infrared absorption spectrum analyzes were performed. The absorption bands of the
characteristic functional groups of the anthocyanin structures were found. Finally, through the
results obtained, we can affirm that the use of fruit and vegetable residues to obtain anthocyanins
is feasible, although further research will be needed in order to continue optimizing the extraction
process, the protection of anthocyanins from external agents that may degrade them and their
scaling to an industrial level. Likewise, the study of its numerous applications will be required for
contributing to the planet “s sustainability.

Key words: anthocyanins, flavonoids, bioactive compounds, food waste.
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AMBA: area metropolitana de Buenos Aires.

Apc: poliposis coli adenomatosa.

AcN: reactivo Acetonitrilo, de calidad y para uso cromatografico.
Ara: Arabinosa (monosacarido de 5 carbonos).

Ben: Benzoilo.

CABA: Ciudad Autbnoma de Buenos Aires.

Cyd: Cianidina (antocianina especifica).

Del: Delfinidina (antocianina especifica).

Et. Al.: et alia (plural neutro)

FAOQO: Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (por sus siglas
en ingles).

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos (por sus siglas en ingles).
FM: Fase Mdvil, usado en técnicas cromatograficas.

Gal: Galactosa (monosacarido).

Glu: glucosa (monosacérido).

HDL.: lipoproteinas de alta densidad (por sus siglas en ingles).

HPLC MS-MS: Cromatografo liquido de alto desempefio, con detector masa acoplado (por sus

siglas en ingles).

HPLC-DAD: Cromatégrafo liquido de alto desempefio, con detector arreglo de diodos (por sus
siglas en ingles).

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria.
ITIS: Sistema Integrado de Informacion Taxondmica.
LCAT: enzima Lecitin Colesterol Acil Transferasa.
Mal: Malvidin (antocianina especifica).

Min: neoplasia intestinal multiple.

NEA: Nor este argentino.
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NOA: Nor oeste argentino.

ORAC: capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (por sus siglas en ingles).
Oxa: Oxalato.

Peg: Pelargonidina (antocianina especifica).

Pet: Petunidina (antocianina especifica).

PPO: polifenol oxidasa.

RNS: especies reactivas de nitrdgeno (por sus siglas en ingles).

ROS: especies reactivas de oxigeno (por sus siglas en ingles).

RSU: Residuo solido urbano.

Rut: Rutinosido (disacarido).

Sin: sinapoyl.

Soph: Soforésido (disacarido de glucosa, con enlace 3-1,2).

TEAC: capacidad antioxidante equivalente de Trolox (por sus siglas en ingles).
TLC: cromatografia de capa delgada o Thin Layer Chromatography.

TR: tiempo de retencion.

UHPLC o UPLC: Cromatdgrafo liquido de ultra desempefio.

UV: Ultravioleta (o radiacion dentro del espectro ultravioleta).

UV-Vis: espectrofotémetro UV-Vis.
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La industria alimenticia argentina produce y procesa un enorme volumen de productos
vegetales diariamente y también, genera importante cantidad de residuos, de los cuales se
pueden recuperar nutrientes que, convenientemente tratados, pueden formar parte de nuevos
alimentos para personas y animales o fertilizantes y nutrientes agricolas. Al mejorar la eficiencia
en el uso de los recursos alimenticios se pueden resolver algunos problemas ambientales y de
seguridad alimentaria. Las pérdidas y desperdicios de alimentos se producen en todos los
eslabones de la cadena alimentaria: en el campo, en las industrias de transformacion,
distribucion, comedores escolares, restaurantes y hogares (Myer et al., 1999; Ramirez et al.,
2017). Las causas de los desperdicios varian segun el tipo de producciéon, almacenamiento,
transporte y envasado (Cabanas, 2014). Actualmente, se busca conseguir una economia
circular, en la que se reutilicen los materiales que contienen los residuos para la produccion de
nuevos productos o materias primas. Para ello, es necesario que haya un cambio importante en
el comportamiento tanto de los productores, como de los consumidores, siendo de vital
importancia el reciclaje y la valorizacién material de los residuos. Ademas, es importante que una
vez generados los residuos se puedan tratar inmediatamente para que el aprovechamiento sea
maximo y los componentes bioactivos como pueden ser el de algunos antioxidantes no se

deterioren en el tiempo.

Las cascaras, orujo y semillas obtenidas a partir de desechos de procesamiento de frutas
podrian ser una buena materia prima para la recuperacion de pectina, lipidos, flavonoides y fibras
dietéticas (Banerjee et al., 2017). El salvado de arroz, trigo y maiz, son unas de las principales
fuentes de residuos agricolas, ricos en fibra, proteinas, minerales, vitaminas y compuestos
bioactivos como tocoferoles, polifenoles y alquilresorcinoles. todos ellos antioxidantes naturales
(Ravindran & Jaiswal, 2016; Chiou et al., 2012)

En esta tesis se enfoco el estudio en las antocianinas (flavonoides) obtenidas a partir de
residuos de desechos frutihorticolas.

Las antocianinas presentan importantes aplicaciones como su uso como pigmentos naturales
y también como suplemento dietario. Se les atribuyen gran cantidad de beneficios para la salud
humana. Ademas de su posible empleo para remplazar colorantes artificiales que pueden ser
perjudiciales a los consumidores o al medio ambiente.

El contenido de antocianinas en los vegetales puede modificarse por factores agronémicos,
segun la variedad o por condiciones ambientales. Las antocianinas muestran inestabilidad hacia
una variedad de parametros quimicos y fisicos, incluyendo el oxigeno, las altas temperaturas, la
luz, diferentes valores de pH, enzimas y reacciones con otros compuestos en los alimentos o

sistemas corporales (Garcia Pastor, 2016; Andersen & Jordheim, 2013).

La concentracion de antocianinas aumenta durante el proceso de maduracion en todos los
vegetales. En el género Vaccinium, este incremento se produciria debido a que las bayas en las

. _______________________________________________________________________________________|
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primeras etapas de madurez contienen clorofilas (pigmento de color verde), las que se degradan
progresivamente siendo reemplazadas por las antocianinas, las mismas que se manifiestan con
la coloracién caracteristica roja, morada o negra que se complementan con una serie de otros
compuestos tales como taninos y otros acidos organicos, dando como resultado colores mas

oscuros y variados (Qudsieh, et. al., 2002).

Los residuos agroindustriales tienen un gran potencial para generar aditivos alimentarios que
pueden ser beneficiosos para garantizar la sostenibilidad alimentaria mundial (Gorgug¢ et al.,
2020). Teniendo en cuenta sus altos niveles de eliminacion, los subproductos de origen vegetal
se pueden utilizar para obtener productos bioactivos comercialmente valiosos (Salami et al.,
2019). Un compuesto bioactivo es una sustancia que tiene actividad biologica. En un sentido méas
amplio, es una sustancia que tiene un efecto o puede desencadenar una respuesta fisioldgica
positiva en un organismo vivo. Al provenir de fuentes vegetales, los compuestos bioactivos son
fitoconstituyentes que forman parte de la cadena alimentaria y son responsables de numerosos
efectos beneficiosos para la salud. Por ejemplo, las principales bioactividades de las antocianinas
son las propiedades antioxidantes, anticancerigenas, antiinflamatorias, antialérgicas,
antiteratogénicas y antiproliferativas (Guaadaoui et al., 2014). Muchos vegetales poseen
importantes cantidades de antocianinas. La industria vinicola genera residuos de la uva, de los
que se pueden recuperar o derivar productos valiosos como etanol, &cido citrico, tartratos y
también antocianinas.

La col o también denominado repollo morado o colorado es una de las hortalizas mas
importantes que se cultivan en todo el mundo. Asimismo, contiene una gran cantidad de
flavonoides, entre ellos las antocianinas, que son las responsables de su color caracteristico
(Ramos Lalaleo, 2019). Antiguamente, se la usaba con fines medicinales (Singh et al. 2006:
Ghosh, 2005). Actualmente, el repollo colorado se lo expende cortado y refrigerado para

ensaladas y durante este proceso se producen grandes desperdicios.

En el presente trabajo se utilizé un conjunto de seis muestras de tres frutas (ardndanos, cerezas
y frutillas) y de tres verduras (col morada, berenjenas y pimiento morrén) de amplio consumo
nacional, y que es altamente probable que posean antocianinas. Se buscé un método de
extraccion por solventes adecuado. Se realizaron andlisis de identificacion y cuantificacion.
Luego, se procedié a comparar las diferencias en contenido de antocianinas presentes en cada
muestra al comienzo del estudio (en estado fresco o listas para el consumo) y pasado un periodo
de tiempo (residuo), cuando ya podriamos considerar que no eran aptas para el consumo. Para
ello, se simularon los residuos dejando los vegetales a temperatura ambiente durante 7 dias. El
objetivo fue comparar la cantidad de antocianinas presentes en los vegetales en estado fresco y
en el residuo y de esta forma evaluar si es posible aprovechar las antocianinas en este Ultimo
para destinarlo luego a usos como antioxidantes, colorantes e indicadores de pH naturales, u

otros fines. Ademas, de analizar e intentar justificar las posibles degradaciones en el tiempo,

. _______________________________________________________________________________________|
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sabiendo que este tema depende de varios factores y es un fenémeno muy complejo tal como

se puede concluir a través de la literatura.

. _______________________________________________________________________________________|
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MARCO TEORICO
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Flavonoides, su estructura

Las plantas sintetizan flavonoides como metabolitos secundarios con funcion protectora frente
a la radiacién UV, patégenos y herbivoros. En los humanos, los flavonoides presentan efectos
bioquimicos y farmacolédgicos, como antioxidantes, antiinflamatorios y antialérgicos (Castellanos
Ruiz, 2019).

Los flavonoides pueden clasificarse en 7 grupos: flavonas, flavononas, flavonoles (catequina),
flavanonoles, isoflavonas, flavanoles y antocianidinas, cuyas estructuras se presentan en la
Figura 1 (Fennema, 2019).

Flavanonol Isoflavona

€\ ¢
7/\ 10\2 > -

Flavanol Antocianidina

Figura 1: Estructura de los flavonoides (Fennema, 2019).
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Antocianinas, caracteristicas y estructura

Las antocianinas se consideran una subclase de los flavonoides; también se conocen como
flavonoides azules. Son compuestos vegetales no nitrogenados, de amplia distribucion en la
naturaleza. Se encuentran en frutas comestibles, verduras de hojas, raices, tubérculos, bulbos,
hierbas, especias, legumbres, té, café y vino tinto. A pesar de contener pocos grupos croméforos,
se han identificado 300 de estos compuestos, que son responsables de una gama muy amplia
de colores, desde el incoloro hasta el purpura. Producen los colores rojo, anaranjado, azul y
purpura de las uvas, manzanas, rosas, frutilas y otros productos de origen vegetal,
principalmente frutas y flores. Generalmente, se encuentran en la cascara o piel, como en el caso
de las peras y las manzanas, pero también se pueden localizar en la parte carnosa, como en las

frutillas, los arandanos, las cerezas y las ciruelas (Badui, 2006).

Las antocianinas son un grupo de pigmentos hidrosolubles (Fennema, 2019). Los colores que
comunican a flores y frutos atraen tanto mariposas como abejas para ayudar a la polinizacion.
Son glucosidos de las antocianidinas, es decir, estan constituidas por una molécula de
antocianidina, que es la aglicona, a la que se le une un azicar por medio de un enlace (-
glucosidico (Mei X., et. al., 2014). La estructura quimica basica de estas agliconas es el ién flavilio
(Figura 2) (Dergal, et. al., 2006), también llamado 2-fenilbenzopirilio (Wong, 1995), que consta
de dos grupos aromaticos: un benzopirilio (A) y un anillo fendélico (B); el flavilio normalmente se
halla como un catién. La estructura de la antocianina es el 2-fenilbenzopirilio de la sal de flavilio.
Existen como glucésidos de polihidroxi/polimetoxi derivados. De todas las antocianidinas que
actualmente se conocen (aproximadamente 20), las mas importantes son la pelargonidina,
delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina, nombres que derivan de la fuente vegetal
de donde se aislaron por primera vez; la combinacién de éstas con los diferentes azUcares
genera aproximadamente 150 antocianinas. Los carbohidratos que cominmente se encuentran
son la glucosa y la ramnosa, seguidos de la galactosa, xilosa y la arabinosa, ocasionalmente, la
gentobiosa, la rutinosa y la soforosa. El color de las antocianinas depende de varios factores
intrinsecos, como son los sustituyentes quimicos que contenga y la posicion de estos en el grupo
flavilio; por ejemplo, si se aumentan los hidroxilos del anillo fendlico se intensifica el color azul,
mientras que la introduccién de metoxilos provoca la formacion del color rojo (Dergal, S. B., et.
al. 2006).
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Figura 2: Estructura del catién flavilio (Dergal et. al, 2006).

()

Figura 3: Figura superior, estructura basica de flavonoide; figura media, esqueleto de flavonol; figura inferior, esqueleto
de flavona (Bueno, et. al., 2012).

Poseen la caracteristica de otorgar pigmentacion, pudiendo variar en funcion del pH en el cual
se encuentran disueltas. Dicha capacidad se debe a la presencia de los ocho dobles enlaces
adyacentes al heterociclo, que aportan una densidad de carga positiva sobre este Ultimo; como
al nimero de grupos hidroxilos y metoxilos en el anillo B; y del pH de las vacuolas donde las

mismas se almacenan. Por nombrar algunas antocianidinas, junto a su coloracién natural se
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encuentran las pelargonidinas (rojo-naranja), las cianidinas (rojo purpura) y las delfinidinas (azul
purpura) (Pérez-Urria Carril E. & Avalos Garcia A., 2009).

Estabilidad de las antocianinas

La estabilidad quimica de las antocianinas ha sido evaluada en numerosos estudios debido a
sus variadas aplicaciones, sus efectos beneficiosos sobre la salud y su uso como alternativa a
los colorantes artificiales en los alimentos. Como mencionamos precedentemente, de estos
estudios, se desprende que la estabilidad de las antocianinas depende de la temperatura de
procesamiento, el pH (Figura 4), la temperatura de almacenamiento, la estructura quimica y la
concentracion de antocianinas, la luz, el oxigeno, las enzimas, los iones metalicos, etc. (Rein,
2005, Skrede et al., 2000). En la industria de los alimentos, el procesamiento de frambuesas,
arandanos, cereza, frutillas, etc. para la elaboracién de pulpas y jugos, requiere de un posterior
tratamiento térmico de conservacion, para producir un producto inocuo. Sin embargo, durante el
procesamiento térmico, las antocianinas y sus propiedades nutracéuticas pueden verse
afectadas (Verbeyst et al., 2010, 2011).

Las antocianinas se destruyen a altas temperaturas durante el procesamiento y el
almacenamiento (Wrolstad et al., 2005). A altas temperaturas el equilibrio se desplaza hacia las
formas incoloras de la molécula, carbinol y chalcona (Timberlake, 1986) y también presentan la

posibilidad de formacién de compuestos poliméricos pardos (Sari et al., 2012).

La luz acelera el proceso de degradacién de las antocianinas, no obstante, también es capaz
de acelerar la biosintesis de éstas (Castafieda-Sanchez y Guerrero Beltran, 2015). Asimismo, La
temperatura y el oxigeno molecular actGan simultdneamente en la degradacion de las
antocianinas por efecto de la luz. Similar a la degradacién por altas temperaturas, la degradacién
de las antocianinas por luz sigue una cinética de primer orden. La fotodegradacion de
antocianinas, comienza con el cation flavilo a través de la pseudobase de carbinol a la chalcona,
aunque también puede ocurrir la fotodegradacién directa del catién flavilo (Attoe y Von Elbe,
1981). Las antocianinas que presentan sustituyentes en el hidroxilo 5’ son mas susceptibles a la
degradacion por la luz (Pichardo Pérez, 2019). Los diglucésidos acilados y metilados disminuyen
su susceptibilidad a la luz, mientras que las antocianinas no aciladas y las monoglicésiladas son

menos estables. (Markakis y Jurd, 1974).

Los azlicares a altas concentraciones causan una disminucién de la actividad de agua, que
estabiliza las antocianinas, como ocurre en conservas de frutas. Los azlcares en
concentraciones bajas, que tienen poco efecto sobre la actividad de agua pueden acelerar la
degradacion de las antocianinas. La velocidad de degradacion de las antocianinas sigue la

velocidad de degradacion del azucar a furfural (Fennema, 2019).
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La disminucién o eliminacion del oxigeno tiene un efecto positivo para retener el color de las
antocianinas debido a que disminuyen las reacciones de oxidacion de estos pigmentos (Mazza
y Miniati, 1993).

La copigmentacién, un fenémeno que conduce a un efecto hipercromico, que provoca la
intensificacion del color en los tejidos vegetales (Scheffeldt y Hrazdina, 1978) reduce la
luminosidad y aumenta la saturacidon o croma, lo que indica que el color de las antocianinas
copigmentadas es mas intenso y saturado que el color de matrices con antocianinas
monomeéricas (Sari et al.,, 2012). El fundamento de la copigmentacion se basa en que las
moléculas de antocianinas son planas y pueden formar asociaciones entre ellas o con otras
moléculas denominadas copigmentos por interacciones débiles hidrofébicas (Zamora, 2003). El
i6n flavilio de las antocianinas, por su forma planar, es la Unica especie capaz de copigmentar.
Existen distintos compuestos que pueden actuar como copigmentos, entre ellos: acidos fenoles,
flavonoides, aminoacidos, nucleétidos, polisacaridos, etc. (Mazza y Brouillard, 1990). Algunos
autores postulan que la copigmentacion es un paso previo a la formaciéon de uniones mas
estables, ya que facilita la condensacion de las antocianinas con los flavonoles (Brouillard y
Dangles, 1994; Boulton, 2001). Segun Boulton (2001) un alto nivel de copigmentacién inhibe la
polimerizacion debido a que muchos de los flavonoides podrian actuar como cofactores. De esta
forma las reacciones de formacién de compuestos poliméricos pardos serian mucho més lentas
en una matriz con alto nivel de copigmentacién. Existen diferentes tipos de copigmentacion,
dependiendo del tipo de copigmento que actle en la reaccion. El término de "copigmentacion
intermolecular" se refiere a la asociacion débil de antocianinas con otros compuestos,
modificando asi el color y la estabilidad del complejo formado. La copigmentacién intermolecular
de antocianinas con otros flavonoides produce pigmentos poliméricos coloreados que provocan
un incremento en la absorbancia a una longitud de onda visible (efecto hipercrémico), asi como
un desplazamiento a longitudes de onda mayores del méaximo de absorbancia (efecto
batocrémico). La "copigmentacion intramolecular” se refiere al enlace fuerte que forman grupos
de acidos organicos con las antocianinas y es la responsable de la estabilidad del color de
antocianinas que poseen dos o0 mas grupos acilos aromaticos. El color se intensifica al

incrementar el contenido de acidos organicos como el cindmico, malénico y el citrico.
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Figura 4 Transformacion de las antocianinas con el pH (Fennema, 2019).

Las antocianinas pueden actuar como agentes quimio protectores debido a su capacidad de
neutralizar radicales libres (Aguilera Ortiz M., et. al., 2011; Bueno J. M, et. al., 2012; Pérez-Urria
Carril E. y Avalos Garcia A., 2009).

Algunos investigadores proponen como alternativa el cultivo de células y érganos vegetales

con la finalidad de aumentar la produccion de antocianinas (Mifiano, 2004).

La hidroxilacion de la aglicona decrece la estabilidad, mientras que la metoxilacion,
glucosilacion y acilacion tienen el efecto opuesto (Hrazdina et al. 1970; Robinson et al. 1966; Van
Buren et al. 1968). Las antocianinas se descomponen en soluciones neutras o alcalinas y, son
estables bajo condiciones &cidas. Por ello los procedimientos de extraccion que involucran el
uso de &cidos diluidos en solventes polares son utiles. En la literatura, se encuentran varios
trabajos que usan como procedimientos de extraccion, la maceracion o remojo en metanol con
el agregado de 1% de HCIl. Numerosas investigaciones han mostrado que la degradacién y
polimerizacion de antocianinas son afectadas no solo por el oxigeno, luz, pH y temperatura, sino
también, por el acido ascérbico. La degradacion de la antocianina sigue una cinética de primer
orden (Bakker et al. 1986; Aguilar y Flores Rivera, 2018)

Modelo cinético de primer orden

[A]: [Ao] e7*
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Donde

Ao: concentracion inicial de antocianinas

A: concentracion de antocianinas a tiempo t
t: tiempo transcurrido

k: constante de velocidad de reaccién

kikoe “/rr
ko: constante de velocidad especifica
E: energia de activacion
R: constante universal de los gases (8,314 j/Kmol)

T: temperatura absoluta en K.

Origen - Donde se encuentran

El origen etimolégico de la palabra “antocianina” proviene del griego: antos, (flores) y kyanos
(azul) (Bechtold T. & Mussak R., 2009).

Las antocianinas se encuentran distribuidas en una enorme cantidad de plantas, muchas de
las cuales son comestibles. Se encontraron en al menos 27 familias, 73 géneros y una multitud
de especies (Bridle P. & Timberlake C.F., 1996). Se encuentran ampliamente distribuidas tanto
en frutas como particularmente en bayas, muchas de las cuales son comestibles para el ser
humano (Talavéra S., et. Al, 2005) como lo son los arandanos y muchos otros frutos
pertenecientes al género Rubus de la familia de las rosaceas (Bridle P. & Timberlake C.F., 1996;
Ledn Ropero M. & Soledad B., 2020; Zapata L. M., 2014).
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Figura 5: Frutos de Vaccinium sect. Cyanococcus, cologuialmente llamados arandanos o blueberries en inglés.

Las antocianinas se encuentran disueltas en medio acuoso dentro de las vacuolas (Figura 7),
presentes en practicamente todos los tejidos vegetales, desde las hojas y frutos, hasta las raices
y tallo (Espino G., 2014). En algunos casos, se las puede encontrar en organelas mas especificas
denominadas antocianoplastos (Aguilera Ortiz M., et. al., 2011). Asimismo, se las encuentra en
semillas, cereales, productos derivados como lo son el vino (tinto principalmente) y el té (Vaya,
J., & Aviram, M., 2005). También se encuentran presentes en la savia, como es en el caso de
las dracaena draco y cinnabari, mas conocidas por su resina llamada sangre de dragén por su
color (Bechtold T. & Mussak R., 2009).
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Figura 6: Fruto joven de arandanos (Ribes). Microscopio éptico X40. Fotégrafo: J. M. Barres.

= Tonoplast
(vacuole
membrane)

Chloroplast

Figura 7: Esquema (izquierda) e imagen (derecha) de una célula vegetal, con sus principales organelas. Entre ellas la

vacuola.

Funciones de las antocianinas

Asi como mencionamos anteriormente, en las plantas las antocianinas cumplen diversas
funciones, entre las que se encuentran proteccion frente a la radiacion UV, atraccion de
|
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polinizadores, agentes protectores contra enfermedades y dispersiéon de semillas entre otros
(Pérez-Urria Carril E. y Avalos Garcia A. 2009; Bueno J. M., et. al., 2012; Espino G., 2014; Vaya,
J., & Aviram, M., 2005). Ademas, poseen otras funciones importantes como la regulacion de la
actividad enzimatica, la de agentes reductores y quelantes de iones de metales de transicion
(Vaya, J., & Aviram, M., 2005).

Los usos comerciales predominantes que poseen este tipo de compuestos son principalmente

como indicadores de pH, colorantes naturales y antioxidantes.

En los Ultimos afios su uso como productos y/o suplementos alimenticios se ha visto en
constante aumento, principalmente debido a los efectos benéficos que se le atribuyen como parte
de la dieta (Lee, Jet. Al., 2008; Mei X., et. Al, 2014, Kalt, W., et. Al., 2001).

Como parte de la ingesta en los seres humanos, a las antocianinas se les atribuye una serie
de efectos benéficos sobre la salud. Se destacan sus capacidades antioxidantes,
quimioprotectora, neutralizantes de radicales libres, reguladoras en la captacién de lipidos
(Aguilera Ortiz M., et. Al., 2011; McDougall, G. J., and Stewart, D., 2005; Han, M. H., et. Al., 2018,
Kalt, W., et. Al., 2001). Otras caracteristicas que se les asocian son: protectoras contra diversas
enfermedades neurolégicas, cardiovasculares, diabetes, agentes “anti-age”, accion
anticancerigena, propiedades antiinflamatorias y de prevencion de infecciones bacterianas. La
mayor parte de estas propiedades y efectos benignos que se les atribuyen viene derivados de

su capacidad de proteccion del dafio oxidativo (Bueno J. M., et. al., 2012; Mei X., et. Al, 2014).

Debido a su estructura quimica deficiente de electrones, las antocianinas, son altamente
reactivas con distintos grupos o especies quimicas que resultan dafiinas para el cuerpo humano.
Estas son las especies de oxigeno reactivo (ROS, por sus siglas en ingles), como el superéxido
(O2-), oxigeno singlete (*0z2), peréxido (RCOO-), peroxido de hidrégeno (H202) e hidroxilo radical
(OH-); y algunas especies reactivas de nitrégeno. Lo que le permite detener el ciclo de
generacion de nuevas especies reactivas en reacciones radicalarias, siendo asi la reaccion de
finalizacién en estos procesos. Como parte de la familia de polifenoles y teniendo capacidad anti
oxidativa, también son agentes quelantes de iones metalicos cuya presencia promueve

reacciones radicalarias (Bueno J. M., et. al., 2012).

Ademas, se ha demostrado que las antocianinas de las cerezas inhiben el desarrollo de
tumores en ratones Apc Min y disminuye la proliferacién de células cancerosas en el colon
humano (Kang et al., 2003). La cianidina, una aglicona de la antocianina, ha mostrado una

actividad antiinflamatoria mas eficaz que la aspirina (Wang et al., 1999)

El tejido de frutos de cereza se ha empleado en productos carnicos para mejorar las cualidades
nutricionales (menor rancidez e inhibicion de la formacién de aminas arométicas heterociclicas),

el uso de antocianinas purificadas extraidas de células de cereza cultivadas in vitro es una
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alternativa a considerar. La produccién de antocianinas extraidas del fruto del cerezo se restringe
a su produccion estacional; ademas, la fruta tiene un valor demasiado alto como fruta fresca para
ser utilizada para la extraccion de antocianinas. Los cultivos de células/tejidos vegetales in vitro
pueden ofrecer una oportunidad para la produccién continua de metabolitos vegetales. Ademas,
el cultivo de células vegetales es una fuente de produccion atractiva, ya que es escalable segin
las necesidades especificas (Smith M.A & Pépin M., 1999) y asimismo ofrece un mayor potencial

para el manejo de la calidad de las antocianinas (Curtin et al, 2003).

Tipos de antocianinas

Existen una gran cantidad de antocianinas en el reino vegetal, al diferenciarse por el azucar
presente en su estructura y por la posicion de este. Estos se ubican en el carbono 5 del anillo C
y en el carbono 3 del anillo B (Bueno J. M, et. al., 2012). Los azUcares con los que mas
frecuentemente se asocian son la glucosa y la ramnosa. Seguidos de la galactosa, xilosa y la
arabinosa, en menor medida se presentan asociadas a la gentobiosa, la rutinosa y la soforosa.
Las antocianidinas mas importantes son: pelargonidina, delfinidina, cianidina, petunidina,
peonidina y malvidina. Todas ellas denominadas a partir de la fuente vegetal de donde fueron
aisladas por primera vez. A su vez, dependiendo del azlcar con el cual estén unidas se pueden
encontrar aproximadamente 150 antocianinas distintas (Aguilera Ortiz M., et. Al., 2011). Otros
autores identifican a mas de 600 antocianinas (Bueno J. M, et. Al., 2012), por lo que no hay un

consenso definido sobre el nUmero total de antocianinas conocidas hasta el momento.
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Peonidin OCH, |H H
Peonidin 3-glucoside OCH, | Glucose | H
Peonidin 3-pentose OCH, | Pentose | H

Figura 8: Estructuras de antocianinas y antocianidinas, segun sus grupos funcionales (Talavéra S., et. Al., 2005).

En la Tabla 1 se presentan algunas de las més importantes antocianidinas, su estructura

bésica, su color caracteristico y sus principales fuentes.
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Antocianina Estructura bisica Ry R: Rs (-Zol?r Fuentes
principal
Manzana, satco,
Cianidina -OH -H | Naranja-rojizo nectarino, mora,
ciruela, melocoton
Delfinidina -OH | -OH | Parpura, azul Uvas, berenjena
Pelargonidina -OH -H Naranja Rabanos, frijoles
Malvidina -OH |-OCH; Parpura Uvas
Ponidina -OH -H Rojo-purpura Arandano’s, ciruelas,
uvas, maiz morado
Petunidina -OH | -OH |-OCH; RO_]O:OSCI.II’O © Uvas, vayas rojas
purpura

Tabla 1: Principales antocianinas, estructura basica y origen (Orestes Lopez Hernandez D. & Vanessa Telenchana Pérez
E., 2019).

En un estudio sobre la caracterizacion de antocianinas en diversas fuentes vegetales mediante
la técnica HPLC MS-MS se logré determinar la estructura de una antocianina presente en el
repollo colorado o Brassica oleracea var. capitata f. rubra (Giusti M. M., et. Al., 1999). La misma
corresponde a la cyd-3-(di-sinapyldi-glu)-5-glu. Su estructura se puede observar en la figura 9.
En tanto la figura 10 expone el espectro correspondiente junto a las sefiales obtenidas junto con

las asignaciones tentativas a cada una de las mismas.

OH

Cyd-3-(di-sinapyl-di-glu)-5-glu
(from red cabbage)

o >

O 44/ sinapic
gju” P

1,3 glu~ ginapic

Figura 9: Antocianina presente en el repollo colorado, identificada por HPLC MS-MS, correspondiente a cyd-3-(di-
sinapyldi-glu)-5-glu (Fuente: Giusti M. M., et. Al., 1999).
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Figura 10: Resultado del HPLC y MS-MS de muestra de repollo colorado (Brassica oleracea) y su extracto de
antocianinas. Asignaciones tentativas de sefiales: (1) cyd-3-diglu-5-glu, (2) cyd-3-glu-5-glu, (3) cyd3-triglu-5-glu acilado
con &cido p-cumarico, (4) cyd-3-triglus-glu acilado con acido ferlico, (5) cyd-3-triglu-5-glu acilado con acido sinapico, (6)
cyd-3-diglu-5-glu acilado con acido pcumarico, (7) cyd-3-digluc acilado con &cido ferdlico, (8) cyd-3-diglu-5-glu acilado
con &cido sinapico, (9) cyd-3-diglus-glu acilado con &cidos p-cumarico y sinapico, (10) cyd-3- diglu-5-glu acilado con

acidos ferdlico y sinapico, (11) cyd3-diglu-5-glu acilado con dos acidos sinapicos (Giusti M. M., et. al., 1999).

Historia o usos alo largo de la historia

Las antocianinas fueron utilizadas a lo largo de la historia humana en multiples culturas, debido
a su amplia presencia en la naturaleza. Existen registros del uso de determinadas plantas como
agentes colorantes cuyo color se debe a la presencia de antocianinas, como es el caso de las
flores del maiz (zea mays), la flor de santa Lucia (commelina erecta), la drago o drago de
Canarias (dracaena draco) y el arbol de la sangre de dragén (dracaena cinnabari). Todas usadas
para producir colorantes y pinturas hidrosolubles. Los mas utilizados son los colores de
tonalidades rojas. Mientras que aquellos de color azul son mas dificiles de obtener y preservar
debido a sensibilidad de sus estructuras quimicas y su inestabilidad (Bechtold T. & Mussak R.,
2009, Pag 8-10 y 12-13).

Usos contemporaneos
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El uso méas difundido de las antocianinas es el de colorante natural como aditivo de los
alimentos. Con la tendencia cada vez mas marcada de evitar la ingesta de productos artificiales
se buscan alternativas para mejorar las caracteristicas organolépticas de los alimentos utilizando
productos que se consumen de forma natural en otros alimentos. Para tal fin son clasificados
como E-163y 21 CFR 73 por la comunidad europea y la FDA norteamericana, respectivamente.
Algunos productos donde son utilizadas son en bebidas saborizadas, jamones y productos

lacteos (Piccaglia R, et. al., 2002).

Aprovechando su capacidad de cambio de color en funcién del pH del medio que lo rodea, son

utilizadas como indicadores visuales.

Por ultimo, como poseen capacidades antioxidantes a veces se los receta como parte de dietas
especificas y tratamientos médicos para controlar la generacion de especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno (ROS y RNS, por sus siglas en inglés) (Vaya, J., & Aviram, M., 2005). En
estos casos es mas comun que se indique la ingesta de alimentos que posean elevada cantidad

de antocianinas, mas que ingerir las mismas purificadas.

Los compuestos fendlicos cumplen roles funcionales de mucha importancia en la calidad de los
alimentos. Ellos pueden impartir sabor amargo y astringente en bebidas, los cuales son
importantes para atributos sensoriales en la boca (mouth-feel) y textura. Son sustratos de la
polifenoloxidasa, pudiendo generar compuestos pardos. La polimerizacién y condensacién con
proteinas puede llevar a la formacién de sedimentos que provocan turbidez en bebidas (Wrolstad,
2005).

Propiedades fisicoquimicas

Las principales propiedades fisicoquimicas que poseen esta familia de compuestos son el

cambio de coloracion de funcion del pH, su capacidad antioxidante y su solubilidad en agua.

La Figura 11 muestra el cambio de coloracion y estructura molecular de las antocianinas en

funcién del pH del medio.

La primera de estas propiedades, el cambio de color por variacién del pH, se debe a la
presencia de grupos hidroxilos y metoxilos en el anillo B. Los mismos se ven modificados en
funcién de la disponibilidad de protones que haya en el medio circundante. Tales son los casos
de la pelargonidina (rojo-naranja), cianidina (rojo purpura) y delfinidina (azul purpura) (Figura 12)
(Pérez-Urria Carril E. & Avalos Garcia A., 2009).
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Figura 11: Las antocianidinas como indicadores de pH (Fuente: Cunha y col., 2023)
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Figura 12: Estructuras de pelargonidina, cianidina y delfinidina presentes en los géneros Geranium, Rosa y Delphinium,
respectivamente (Pérez-Urria Carril E. & Avalos Garcia A., 2009).

En algunos casos, los azlicares estan unidos a grupos derivados del &cido acético o alguno de
los cuatro acidos cinamicos (p-cumarico, caféico, fertlico o singptico). Se ha observado que la
presencia de estos grupos acilo en la molécula de antocianidina le confiere estabilidad ante
condiciones extremas de pH y temperatura. Cuando en la molécula de antocianina se encuentran
Unicamente azlcares, se denominan no aciladas; si ademas de los azUcares estan presentes
uno o varios radicales acilos, se catalogan como aciladas (Pérez-Urria Carril E. & Avalos Garcia
A., 2009). Estas sustituciones son llevadas a cabo en las posiciones 3y 5 de los anillos Ay C,
siendo responsables parcialmente de la variedad y diversidad de antocianinas existentes (Lee,
J., et. al., 2008).
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La estabilidad de las estructuras de las antocianinas es significativamente mayor a pH
extremadamente bajos, entre 1,0 y 3,0. Mientras que en pH superiores a 7 se generan estructuras

mucho mas susceptibles a la oxidacion y otros mecanismos degradativos (Mei X., et. al, 2014).

El espectro de absorcién de las antocianinas depende del pH. La absorcion maxima a 520-540
nm en la region visible es la longitud de onda mas comdn usada en la medicion

espectrofotométrica de antocianinas (Horbowicz et al., 2008) (Figura 13).

Absorbance
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Figura 13: Espectro de absorcion UV-Vis del arandano antocianina en pH 1,0y 4,5 (Lee, J., et. al., 2005).
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Figura 14: Estructuras predominantes a distinto pH. espectro de absorcién UV apH 1,0y 4,5 (Lee, J., et. al., 2005).

En cuanto a su capacidad antioxidante, la misma es conferida por una serie de mecanismos.
Entre los cuales se encuentra la neutralizacion de especies que promueven la peroxidacion por
desactivacion de catalizadores, la ruptura de cadena por la cual se ceden electrones a los
radicales libres presentes neutralizandolos, formacién de agentes quelantes de iones metélicos
(Vaya, J., & Aviram, M., 2005). A si mismo, hay evidencia de la afinidad entre iones Fe*3, Zn*?y
Mg*?, afectando estos la estabilidad de estas (Mei X., et. al, 2014). También, se ha demostrado
que frutos ricos en antocianinas evidencian una alta actividad antioxidante contra el peréxido de
hidrégeno (H202) y contra radicales peroxidos, (ROOQe¢), superéxido (O2¢), hidroxilo (-OH) y
oxigeno singulete (102) (Garzén, 2008).

Los beneficios para la salud derivados de la ingesta de las antocianinas en alimentos vegetales
no solo dependen de su presencia y concentracion en el alimento, sino también de su

bioaccesibilidad y de su transformacion por la microbiota del colon.

Por dltimo, al tener en su estructura una gran cantidad de grupos que pueden formar facilmente
puentes de hidrogeno (muchos de los cuales se encuentran en el azicar de la molécula), esto le
confiere su hidrosolubilidad (Bridle P. & Timberlake C.F., 1996).
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Métodos de extraccion de antocianinas sin solventes a partir de residuos de vegetales

El microondas (MW) es una tecnologia de extraccion innovadora y ecolégica que presenta
ventajas relevantes frente a las convencionales debido a su elevada tasa de extraccién, menor
uso de solventes y menor tiempo de extraccion (Sahin et al.,2020.). La temperatura del producto
no debe exceder los 60 °C para evitar la degradacion de las antocianinas y no se deben aplicar
tiempos muy largos de microondas.

La tecnologia de campos eléctricos pulsados también se ha empleado con éxito para extraer
antocianinas de diferentes matrices agroalimentarias. Este método aumenta la transferencia de
masa. La liberaciébn de antocianinas al medio se produce por la electroporacién de las
membranas de los vegetales que consiste en la formacién de poros temporales (reversibles) o
permanentes (irreversibles). Las intensidades mas altas del tratamiento incrementan
particularmente la extraccion de glucésidos de delfinidina, cianidina y petunidina a partir de
subproductos o residuos de arandanos (Pataro, 2017).

Otra tecnologia prometedora de extraccién es el ultrasonido que se basa en el fenémeno de
cavitacién acustica observado en un medio liquido. La aplicacion de ultrasonidos de baja
frecuencia (16 a 100 kHz) y alta potencia (>10 W) en sistemas liquidos promueve la generacién
de campos acusticos que estan asociados con la aparicion de ondas mecanicas y vibraciones.
La formacién y posterior colapso de microburbujas caracterizan el fenémeno de la cavitacion
acustica. Las microburbujas de cavitacidn acustica convierten la energia acustica proporcionada
por el campo acustico en energia mecanica y térmica. El colapso implosivo de las microburbujas
produce zonas puntuales de muy alta temperatura y presion. Por lo tanto, durante su colapso, se
observan ondas de choque y micro chorros en el sistema liquido sonicado, lo que genera
turbulencia y aumento de temperatura. El efecto de la tension de cizallamiento de la cavitacion
acustica en la superficie de las células y particulas se conoce como sonoporacion. La cavitacién
acustica permite la formacién de microporos e incluso la ruptura de estructuras celulares.

La sonicacidén es una técnica suave, ecoldgica y eficaz para la produccion industrial de
antocianinas de calidad alimentaria o farmacéutica ya que se usan menos solvente y la
posibilidad de que sus trazas puedan quedar en los productos.es menor. La extraccion asistida
por ultrasonidos es un proceso agroindustrial prometedor en la recuperacion de antocianinas a
partir de frutos.

La extraccion por fluidos supercriticos también es una técnica ecoldgica y conveniente para la
extraccion de antocianinas ya que el fluido supercritico es una sustancia que esta a temperatura
y presion sobre su punto critico que tiene la habilidad de ingresar como un gas en el sélido por
un mecanismo de difusion y disolver las sustancias de interés, en este caso las antocianinas
como un liquido.

La biodisponibilidad de las antocianinas se reduce considerablemente durante la digestion
gastrointestinal. Esto afecta directamente a las bioactividades de estas biomoléculas. La
microencapsulacion de antocianinas puede ser una estrategia interesante para mejorar su
estabilidad e interaccion en el cuerpo humano. Las microparticulas se pueden disefiar con
diferentes materiales de pared, como caseina, proteinas de suero y polisacaridos. Asimismo, la
ingesta de antocianinas junto con lipidos dietéticos, como el aceite de coco, puede resultar en
un efecto protector de los lipidos sobre los polifenoles bioaccesibles. La estabilidad y
recuperacion de antocianinas aumenta con el contenido lipidico de la matriz alimentaria. Este
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efecto se atribuye a las interacciones hidrofébicas entre las antocianinas y los lipidos. Las
antocianinas se incorporan a la fase lipidica de las micelas, de esta forma aumenta su estabilidad
(Arruda, 2021)

Aprovechamiento y encapsulacion de antocianinas

A partir del analisis bibliografico que se realizé sobre el aprovechamiento y proteccion de las
antocianinas para evitar su degradacion se considera que estos compuestos deberan protegerse
de agentes externos como la luz, el oxigeno, la temperatura, etc., una via es mediante la
microencapsulacion con materiales poliméricos. La tecnologia de encapsulacién es un proceso
utilizado en diversas industrias para proteger, transportar y liberar compuestos activos de forma
controlada. Esta tecnologia consiste en recubrir un material activo (como un farmaco, un nutriente
0 un saborizante) con una capa protectora o matriz de polimero, que puede ser liberada de forma
gradual o en respuesta a ciertos estimulos (Poncelet, D., et al. 2018; Gaucher, G., et. al., 2019).
En la literatura cientifica se usaron recubrimientos proteicos como caseinato de sodio o zeina
para su incorporacion posterior como nanocépsulas en productos lacteos como leches
adicionadas con antioxidantes, yogures, etc. Las nanocapsulas de caseinato de sodio fueron las
que mejor conservaron las propiedades antioxidantes de las antocianinas respecto de las
recubiertas por zeina, principal proteina del maiz (Lopez Iriart et al., 2017).

Arrazola et al., 2014 formulé mezclas de maltodextrina y extractos de antocianinas (DE) al 15,
20 y 30 %. Se empleé un secador por aspersion Modelo B-290 (Blchi) para elaborar las
nanocapsulas. Las condiciones del proceso fueron temperatura de entrada al secador de 170 y
180 °C; caudal de aspersion 30 m3/ h (Aguilera-Ortiz et al. 2012).

Aplicaciones

En cuanto a las aplicaciones de las antocianinas, los extractos alimenticios ricos en antocianinas
han sido incorporados dentro de suplementos alimenticios dietéticos. Por ejemplo, extractos de
antocianinas de maiz se incorporaron en suplementos dietéticos antioxidantes con
recomendaciones para promover la salud (Shipp y Abdel-Aal, 2010). Estos suplementos
incorporan compuestos como cianidin-3-glucésido y delfinidin-3-glucésido extraidos de bayas
noruegas (Vaccinium myrtillus) y grosellas negras (Ribes nigrum). El arroz rojo también esta
siendo comercializado, luego de su fermentacién, como un suplemento dietético que contribuye
a reducir los niveles de colesterol (Pharmanex, 2009). Adicionalmente, el pan de trigo azul puede
ser procesado para producir un polvo de trigo azul rico en antocianinas como un suplemento
dietético (Abdel-Aal, E-S.M. and Hucl, P.J., 2003). Por consiguiente, las antocianinas
gradualmente estan siendo incorporadas en los productos alimenticios y bebidas como
colorantes, alimentos funcionales o suplementos alimenticios. El incremento en el contenido de
antocianinas con mayor estabilidad y vida de anaquel prolongada incrementara las aplicaciones
alimenticias, el consumo total y con ello acrecentara también su efecto benéfico en la salud
humana (Shipp y Abdel Aal, 2010). Estos mismos beneficios pueden ser aprovechados en los
alimentos para nifios, remplazando ingredientes sin valor agregado como lo son colorantes
artificiales, por antocianas.

Otros de los usos a los que se destinan las antocianinas son la elaboracion de envases bioactivos
o inteligentes, los cuales brindan informacién en tiempo real del estado del alimento que
|
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contienen por medio de cambios visuales faciles de identificar. Se trata de peliculas
biodegradables sensibles a la accion de las enzimas excretadas por los microorganismos,
convirtiéendose en moléculas mas pequefas que pueden ser metabolizadas por ellos, generando
biomasa, agua, alcoholes, acidos organicos y anhidrido carbonico. Utilizando antocianinas
encapsuladas cuya matriz sea susceptible a los metabolitos de las bacterias, se puede generar
la reaccion visual que permita detectar el estado de dicho alimento.

Algunas de estas peliculas se elaboran con almidén de mandioca con adiciéon de antocianinas,
estas tienen la propiedad de modificar su color cuando cambia el pH del producto.

La antocianina se adiciona a la envoltura para alertar sobre la aptitud del producto para su
consumo. Las peliculas se preparan por la técnica de casting teniendo como formulacién base
almiddn de yuca, arcilla esméctita sédica, glicerol, etanol y agua, y antocianina. Se probaron en
empaques de pescado. Este cuando comienza a deteriorarse se produce un aumento de pH.
Esto ocurre debido a la descomposicion de aminoacidos como el de la creatina (desaminacion
oxidativa) y de la urea, lo que libera unas sustancias llamadas aminas voléatiles, que son
detectables por la antocianina adicionada a la pelicula polimérica. Esta tiene un color rojo intenso
Yy, en contacto con las moléculas volatiles, se convierte en gris oscuro. (Zetty Arenas, A.M., 2017).

Asimismo, para envases inteligentes, se ha probado la aplicacién de antocianinas en materiales
biodegradables como el &cido polilactico que es un excelente sustituto a los plasticos sintéticos
tradicionales. Las antocianinas resultan ser indicadores de color naturales (Gravier Rodriguez, G
y Jurado Basante, S., 2022).

El método de microencapsulacion mas recomendado para antocianinas liofilizadas es la
encapsulacién por coacervacién compleja y se sugiere el uso de quitosano como material de
encapsulacion (Figueroa-Espinoza, M. C., & Rouvet, M. 2014). La coacervacién compleja es un
método que permite la formacion de una fase liquida concentrada compuesta de polimeros o
proteinas que rodean la sustancia activa a encapsular. El quitosano, por su parte, es un polimero
biodegradable y biocompatible que ha demostrado ser efectivo para la encapsulaciéon de
compuestos bioactivos. Este estudio también encontré que la encapsulacién por coacervacion
compleja con quitosano resulté en una alta eficiencia de encapsulacién y en una mejora en la
estabilidad de las antocianinas liofilizadas, protegiéndolas de la degradacién. Ademas, se
observé una mejora en la solubilidad y la retencion del color de las antocianinas encapsuladas.
Por lo tanto, se sugiere el uso de la encapsulacién por coacervacion compleja con quitosano
como método de microencapsulacion para antocianinas liofilizadas debido a su alta eficiencia de
encapsulacion, mejora en la estabilidad y retencién del color de las antocianinas encapsuladas.

Otro método de microencapsulacién que se ha utilizado para antocianinas es la encapsulacién
por secado por atomizacion (Tran et al., 2018). Este método consiste en atomizar una solucion
0 suspension de la sustancia activa y el material de encapsulacién en un gas caliente para
producir particulas sélidas secas. La encapsulacién por secado por atomizacion con
maltodextrina como material de encapsulacion se encontré que es efectiva para la encapsulacion
de antocianinas, y se logré una alta eficiencia de encapsulacion y una buena retencion del color
de las antocianinas. Aunque ambos métodos son efectivos para la encapsulacion de
antocianinas, la encapsulacion por coacervacion compleja con quitosano parece ser una mejor
opcién para la encapsulacion de antocianinas liofilizadas debido a que este método proporciona
una mayor estabilidad y proteccién de la sustancia activa, asi como una mejor solubilidad y
retencion del color. Ademas, el quitosano es biodegradable y biocompatible, lo que lo hace mas
seguro para su uso en aplicaciones alimentarias.
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En conclusion, ambas técnicas de microencapsulacion son efectivas para la encapsulacion de
antocianinas, pero la eleccién del método y el material de encapsulacion dependera de las
propiedades y caracteristicas especificas de la sustancia activa y las necesidades del producto
final. Para la encapsulaciéon de antocianinas liofilizadas, la coacervacién compleja con quitosano
parece ser una mejor opcién debido a su mayor estabilidad y proteccion de la sustancia activa,
asi como su seguridad para aplicaciones alimentarias.

Informacion de las muestras: Taxonomia e informacion adicional .

Las muestras seleccionadas para este estudio corresponden a frutas y verduras de produccion
y consumo en el pais (Giacobone, G., et. al.,, 2018). En todas ellas se destaca un color

significativo, indicio de que podrian contener los compuestos que busca cuantificar este estudio.

La taxonomia de las muestras se obtuvo de Sistema Integrado de Informacién Taxonémica o
ITIS por sus iniciales en inglés. El mismo es un organismo multinacional que tiene por objetivo el
colectar y permitir la libre divulgacién de informacién sobre la taxonomia de las especies. Siendo

la pagina de inicio la siguiente: https://www.itis.gov/

Berenjena (Solanum melongena L.)

Es una planta cuyo origen cabe situarlo en la India, Birmania y China, habiéndose constatado
que tanto en la India como en otros pueblos del suroeste asiatico su cultivo es muy antiguo (800
a.C.). En la Edad Media posiblemente llegé a la Peninsula Ibérica a través de los arabes, que la
trajeron de Egipto, y posteriormente, se extendid hacia otros paises europeos, aunque su
consumo no estuvo demasiado difundido, puesto que a su sabor caracteristico (algo amargo por
la presencia de saponinas y solaninas), se unid el hecho de que se la confundié con la
mandragora, planta téxica. Es una planta plurianual. Su sistema radicular es fuerte y profundo.
Su tallo, es rigido y generalmente erecto, pudiendo alcanzar, una altura que oscila entre 0,5 y
1,5 metros. Las hojas son alternas, grandes, enteras, con los margenes ligeramente lobulados.
También es frecuente la presencia de espinas en las nerviaciones de las hojas. Las flores, de
corola blanca, malva o violeta, presentan cinco estambres amarillos. En algunas variedades
aparecen grupos de 2-5 flores, formando cimas. El céliz es persistente, tomentoso y espinoso.
El fruto es una baya carnosa, maciza, sin cavidad para contener las semillas, las cuales estan
incluidas en la carne del fruto. Su forma y su color es muy variable: el color de la carne puede
variar desde el blanco puro hasta un verde bastante intenso y la epidermis puede ser incolora o
ser malva o violeta debido a las antocianinas. Esta coloracion puede ser uniforme o estar
distribuida en estrias. El color general del fruto es el resultado del de la carne y su epidermis. El
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céliz que recubre la parte superior del fruto puede ser liso 0 espinoso, verde o violaceo (Garcia,
2011).

En nuestro pais existen numerosas variedades, se emplean en general las violetas o moradas
oscuras “medio larga” o “larga”, variedad americana. Son de gran interés alimenticio debido a
que poseen un bajo contenido calérico y un alto contenido en fibra, ademas de ser ricas en
minerales como magnesio, cobre y manganeso. Asimismo, poseen propiedades bioactivas
derivadas de sus compuestos fendlicos y vitaminas del grupo B como B1, B2 y B3 (Plazas et al.,
2013)

r

Acidos Fendlicos (Pulpa)

J—

r

Compuestos fenélicos < Acido Clorogeénico

Antocianinas (Cascaras)

Figura 15: Compuestos fendlicos presentes en la berenjena.

Tanto los &cidos fendlicos como las antocianinas tienen multiples propiedades beneficiosas
para la salud humana. Los estudios farmacologicos indican que varios flavonoides y la niacina,
presentes en la berenjena ayudan a disminuir los niveles de colesterol y triglicéridos en la sangre,
mediante una modulacion de su metabolismo y una mayor excreciéon del mismo (Fan et al., 2013;
Garcia, 2014). Explican que este efecto es provocado por el incremento de la actividad de
enzimas de lecitina colesterol aciltransferasa (LCAT), enzima presente en la superficie de
lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Fan et al., 2013). La presencia de antioxidantes fendlicos
se asocia con una mejor respuesta frente al estrés y en el caso de las berenjenas se observa
una mayor tolerancia al dafio por frio que podria atribuirse al contenido de antocianinas (Darre,
2021)

En un informe confeccionado por la Direccion de Mercados Agricolas dependiente de la
Direccién Nacional de Mercados de la Subsecretaria de Politica Agropecuaria y Alimentos
correspondiente al afio 2007, se realiza la evaluacién de la situacién comercial de la berenjena.
De alli se obtiene la siguiente informacion: La produccion mundial de berenjena se encuentra en
los 34 millones de toneladas segun un informe de la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura) correspondiente al afio 2005. En el mismo se indica que los

paises productores se elevan a 68, incluyendo a la Republica Argentina. En dicho informe, su
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autor Carlos Larocca, estima que la produccion local supera las 30 mil toneladas anuales, y se

concentra en las provincias de Buenos Aires, Santa Fe, Salta, Cérdoba, Jujuy, Mendoza y

Formosa.
Taxonomic Hierarchy
Kingdom Plantae - plantes, Planta, Vegetal, plants
Subkingdom Viridiplantae - green plants
Infrakingdom Streptophyta - land plants
Superdivision Embryophyta
Division Tracheophyta - vascular plants, tracheophytes
Subdivision Spermatophytina - spermatophytes, seed plants, phanérogames
Class Magnoliopsida

Superorder Asteranae

Order Solanales

Family Solanaceage - nightshades, solanacées
Genus Solanum L. - nightshade
Species Solanum melongena L. - eggplant

Figura 16: Taxonomia Solanum melongena L. Fuente: Sistema Integrado de Informacion Taxondémica o ITIS.
https://lwww.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=30446#null

Figura 17: Frutos tipo bayas y flor de la berenjana (Solanum melongena L.)

Brassica oleracea var. capitata f. rubra (repollo colorado):

El repollo colorado o morado (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) es un vegetal
ampliamente cultivado, principalmente en América del Norte, Europa, China y Japén. En este
pais ya se hace uso de sus pigmentos naturales, existiendo industrias dedicadas y patentes. Por
sus caracteristicas, las antocianinas que posee el repollo colorado presentan algunas ventajas
para la industria alimenticia, respecto de otras mas ampliamente usadas como las de las uvas.

En particular estas Ultimas muchas veces presentan niveles significativos de didxidos de sulfuro
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y ademas las antocianinas del repollo colorado son mas estables quimicamente que las de las
uvas por estar sus azlcares acilados. La col morada es una planta herbacea anual de la familia
de las cruciferas. Su nombre cientifico es Brassica oleracea var.capitata y su nombre vulgar es
col lombarda o col morada o col roja. Quimicamente la col contiene 92% de agua, fibra, hidratos
de carbono, vitaminas: A, C, E y B, minerales: rico en azufre, potasio, fosforo, aluminio, calcio,
flaor, bario, magnesio, bromo. Ademas, posee acido félico, niacina, biotina, quercetina, tirosina,
leucina, cistina, acido glutaminico, arginina y nitratos. Entre las antocianinas contiene cianidina-
3-soféro-5-glucésido, cianidina-3-(diferulil) sofordsido-5- glucésido, quercitina, entre otros.
(Hrazdina et al.,1977). La estabilidad de las antocianinas esta determinada por el grado de
oxidacion, la temperatura, acidez, fuerza iénica e interaccion con otras moléculas (Garzon, 2008).
El cientifico aleman Richard Willstatter (1872-1942) fue el primero en describir el cambio de color
de las antocianinas, moléculas en las que se produce el efecto batocrémico, que consiste en que
al cambiar la acidez, es decir el pH, se pasa del rojo anaranjado en condiciones acidas, como el
de la pelargonidina, al rojo intenso-violeta de la cianidina en condiciones neutras, y al rojo
parpura-azul de la delfinidina, en condiciones alcalinas. El pH tiene efecto en la estructura y la
estabilidad de las antocianinas. La acidez tiene un efecto protector sobre la molécula (Aoki et al,.
2002). Por su mayor acilacion, las antocianinas del repollo colorado presentan mejor estabilidad

y resistencia al calor y luz que las extraidas de las uvas (Piccaglia R, et. al., 2002).

Taxonomic Hierarchy

Kingdom Plantae - plantes, Planta, Vegetal, plants
Subkingdom Vindiplantae - green plants
Infrakingdom Streptophyta - land plants
Superdivision Embryophyta
Division Tracheophyta - vascular plants, tracheophytes
Subdivision Spermatophytina — spermatophytes, seed plants, phanérogames
Class IMagnoliopsida
Superorder Rosanae
Order Brassicales
Family Brassicaceae — mustards, moutardes, crucifers
Genus Brassica L. — mustard
Species Brassica oleracea L. - cabbage

Figura 18: Taxonomia Brassica oleracea capitata L. Fuente: Sistema Integrado de Informacién Taxondmica o ITIS.
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search _topic=TSN&search value=23062#null
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Figura 19: Repollo colorado o Brassica oleracea var. capitata f. rubra.

Morron rojo o pimento rojo (Capsicum annuum)

El pimiento (Capsicum annuum) pertenece a la familia de las Solanaceas que se caracteriza
por ser una familia compleja que incluye 98 géneros y 2716 especies (Olsmstead y Bohs, 2007).
El género Capsicum surgié en América del Sur, concretamente en Bolivia y estd compuesto por

unas 30 especies distintas (Eshbaugh, 1993)

El morrén rojo, o pimento rojo, es un vegetal ampliamente consumido en el continente
americano. Aungue su uso esta presente en el resto de mundo siendo parte esencial de muchas

comidas tipicas hindues, mexicanas arabes y turcas.

El aroma del fruto de pimiento viene dado por los compuestos orgéanicos volatiles de bajo peso
molecular presentes en su estructura, destacando los hidrocarburos derivados del isopreno como
los compuestos mayoritariamente responsables del aroma del pimiento (Somos, 1984). El
pimiento tiene un aroma caracteristico fuerte que esta provocado por la alta concentraciéon de
compuestos volatiles derivados de pirazina (Kollmannsberger et al., 2011). Sin embargo, ninguno
de estos compuestos aporta valor nutritivo al pimiento. Los pimientos son ricos en muchos
compuestos bioactivos como &cido ascérbico (vitamina C) y compuestos fendlicos. Sin embargo,
la concentracion de estos compuestos en el fruto de pimiento depende de factores como el
genotipo, las condiciones de cultivo y la madurez del fruto (Howard et al., 2000). El ambiente en
el que se desarrolla el cultivo es un factor muy importante, dado que tiene mucha influencia en
el contenido final de compuestos bioactivos. Los pimientos poseen antioxidantes como los

flavonoles: quercetina y luteolina.
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Figura 20: Quercetina: flavonol.

Los colores amarillo, naranja y rojo caracteristicos del pimiento en sus etapas de maduracion
se deben a la acumulacién de pigmentos carotenoides (Ghasemnezhad et al., 2011). La especie
Capsicum annum L., conocida como pimiento rojo dulce, presenta un alto contenido en

pigmentos carotenoides que le proporcionan el color rojo caracteristico (Matsufuiji et al., 1998).

De entre las cinco especies domesticadas, la Capsicum annuum L. es la de mayor consumo.
Su produccion alcanzaba los 7 millones de toneladas anuales en 1980, siendo su principal

productor el continente asiatico, seguidos de Europa, América y Africa (Féari, M., 1986).

Taxonomic Hierarchy
Kingdom Plantae - plantes, Planta, Vegetal, plants
Subkingdom Viridiplantae — green plants
Infrakingdom Streptophyta - land plants
Superdivision Embryophyta
Division Tracheophyta - vascular plants, tracheophytes
Subdivision Spermatophytina - spermatophytes, seed plants, phanérogames
Class Magnoliopsida
Superorder Asteranae
Order Solanales
Family Solanaceae - nightshades, solanacées
Genus Capsicum L. - pepper
Species Capsicum annuum L. - cayenne pepper
Direct Children:
Variety Capsicum annuum var. annuum L. - cayenne pepper
Variety Capsicum annuum var. glabriusculum (Dunal) Heiser & Pickersgill - cayenne pepper, chilipiquin

Figura 21: Taxonomia Capsicum annuum L. Fuente: Sistema Integrado de Informaciéon Taxonémica o ITIS.
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=30492#null
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Figura 22: Pimento rojo o morrén rojo.

Arandanos (Vaccinium sect. Cyanococcus)
Los ardndanos son plantas pertenecientes al género Vaccinium, familia Ericaceae, nativas del

hemisferio norte, especificamente del este de Estados Unidos.

El ardndano, es una baya esférica con un diametro que oscila entre 0.5 - 1.6 cm segun la
variedad (BlueBerries Argentina, s.f.a). Crece en arbustos perennes de gran longevidad, con
altura variable y porte erecto o rastrero segun la especie. El color de las bayas depende de su
variedad: se pueden distinguir ardndanos azules y ardndanos rojos, estos ultimos pertenecientes
al subgénero Oxycoccus, que algunos botanicos consideran como un género aparte. Por su
parte, las hojas son alternas, de forma ovada a lanceolada y color verde palido, ademas de ser
caducas, es decir, se pierden durante el receso invernal, adquiriendo una tonalidad rojiza en el
otofio. Las flores poseen corola acampanada blanca, con tonos rosas en algunos cultivares, y se

reinen en racimos de 6 a 10 en cada yema (Nucifora, 2022).

Si bien no son considerados como una fruta de consumo masivo, Argentina acompaiia la
tendencia mundial en el aumento del consumo de esta fruta. Por el momento, la mayor parte de
la produccidon se destina a exportacion, siendo Estados Unidos y Canada los mayores
importadores. Ademas, la produccidn nacional se exporta a Reino Unido y Alemania, mientras
se busca el expandir la venta a otros paises europeos y asiaticos. Para lo que respecta a la
produccion del arandano a nivel local, se localiza en las regiones del noroeste y noreste argentino
(NOA y NEA) totalizando en su conjunto cerca del 86% de la superficie cultivada. Su produccion
anual se encuentra entre las 7y 8 millones de kilogramos, del cual el 98% se exporta (Dell’Acqua,
et. al., 2019).
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Taxonomic Hierarchy

Kingdom Plantae — plantes, Planta, Vegetal, plants
Subkingdom Viridiplantae — green plants
Infrakingdom Streptophyta — land plants
Superdivision Embryophyta
Divisicn Tracheophyta — vascular plants, tracheophytes
Subdivision Spermatoph a — spermatophytes, seed plants, phanérogames
Class Magnoliopsida
Superorder Asteranae
Order Ericales
Family Ericaceae — heaths, éricacées
Genus Vaccinium L. — blueberries, huckleberry, blueberry

Direct Children:

Species Vaccinium angustifolium Aiton — lowbush blueberry, sweet lowbush blueberry

Species Maccinium arboreum Marsh — farkleberry, sparkleberry, tree sparkleberry, tree-huckleberry
Species Vaccinium X atlanticum Bickn. (pro sp.) — Atlantic huckleberry

Species Vaccinium boreale |.V. Hall & Aalders — northern blueberry

Species Vaccinium bracteatum Thunb. — sea bilberry

Species Vaccinium calycinum Sm. — ohelo kau la'au

Species Vaccinium X carolinianum Ashe (pro sp.) — Carolina huckleberry

Species Vaccinium cespitosum Michx. — dwarf bilberry, dwarf blueberry

Species Vaccinium corymbosum L. — highbush blueberry, New Jersey blueberry, Southern blueberry, smallflower blueberry
Species Vaccinium crassifolium Andrews — creeping blueberry

Species Vaccinium darrowii Camp — Darrow's blueberry

Species Vaccinium deliciosum Piper — Cascade bilberry

Species Vaccinium dentatum Sm. — ohelo

Species Vacci binii Burnham (pro sp.) — Dobbin's huckleberry

Species Vacc Chapman — Elliott's blueberry

Species Vaccinium erythrocarpum Michx. — southern mountain cranberry

Species Vaccinium geminiflorum Kunth — Mexican blueberry

Species Vaccinium hirsutum Buckley — hairy blueberry, small cluster blueberry, wooly berry
Species Vaccinium macrocarpon Aiton — cranberry, large cranberry, American cranberry
Species Vaccinium X margarettiae Ashe (pro sp.) — Margarett's huckleberry

Species Vaccinium membranaceum Douglas ex Torr. — thinleaf huckleberry, mountain bilberry

Species Vaccinium myrsinites Lam. — shiny blueberry, Florida evergreen blueberry

Species Vaccinium myrtilloides Michx. — velvetleaf huckleberry, velvetleaf blueberry, sour-top blueberry
Species Vaccinium myrtillus L. — myrtle blueberry, myrtle whortleberry, whortleberry

Species Vaccinium X nubigenum Fernald (pro sp.)

Species Vaccinium ovalifolium Sm. — oval-leaf blueberry, Alaska blueberry

Species Vaccinium ovatum Pursh — California huckleberry, evergreen blueberry, evergreen huckleberry
Species Vaccinium oxycoccos L. — small cranberry

Species Vaccinium pallidum Aiton — Blue Ridge blueberry, hillside blueberry

Species Vaccinium parvifolium Sm. — red huckleberry

Species Vaccinium reticulatum Sm. — ohelo ‘ai

Species Vaccinium scoparium Leiberg ex Coville — grouse whortleberry, grouseberry, red alpine blueberry, littleleaf huckleberry
Species Vaccinium stamineum L. — deerberry

Species Vaccinium tenellum Aiton — small black blueberry, southern blueberry

Species Vaccinium uliginosum L. — bog blueberry

Species Vaccinium vi idaea L. — lingonberry, northern mountain cranberry

Figura 23: Taxonomia Vaccinium L. Fuente: Sistema Integrado de Informacion Taxonémica o ITIS.

https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search _topic=TSN&search value=23571#null

Figura 24: Vaccinium sect. Cyanococcus o arandanos azules.

ESTEBAN EDGARDO MURUA 42


https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=23571#null

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales - Universidad de Belgrano -

Frutillas (Fragaria ananassa duchesne)

En nuestro pais la produccion se concentra en las provincias de Tucuman, Santa Fe (Coronda),

Buenos Aires y, en menor medida, en Corrientes, Rio Negro, Neuquén y Mendoza.

La produccion anual de frutillas en la Republica Argentina se estima en 8,83 toneladas anuales.
En el caso de la region, los paises del MERCOSUR poseen una superficie cultivada de 4927
hectareas, donde Brasil lidera la produccién por amplio margen (3590 hectareas). Luego sigue
argentina, pero con una extension de 798 hectareas dedicadas al cultivo de frutillas. Las
principales provincias productoras de Argentina son Buenos Aires, Santa Fe y Tucuman, con
62% de la superficie en produccién. En cuanto al mercado mundial, se detecta un aumento
significativo en el consumo de esta fruta. Siendo en el periodo de 1990-2000 un promedio de
importacion de 378 mil toneladas anuales. Este nimero aumento a 539 mil toneladas en el
periodo 2001-2005. Los principales importadores a nivel mundial en este periodo fueron
Alemania con 113 mil toneladas (21%), Francia 100 mil (18.7%), Canada 60 mil (11.1%), Estados
Unidos 42 mil (8%) (Molina, N. et. al., 2007).

A nivel mundial, en el ranking de los mayores paises productores Argentina figura en el 34° lugar
(sobre un total de 77 paises) de acuerdo a los datos COMTRADE del afio 2014, mientras que en
el afio siguiente figura en el lugar 15° como exportador, sobre un total de 77 paises, y en el 70°
lugar como importador, sobre un total de 131 mencionados en dicha base de datos.

Taxonomic Hierarchy

Kingdom Plantae - plantes, Planta, Vegetal, plants
Subkingdom Viridiplantae - green plants
Infrakingdom Streptophyta —land plants
Superdivision Embryophyta
Division Tracheophyta - vascular plants, tracheophytes
Subdivision Spermatophyting — spermatophytes, seed plants, phanérogames
Class Magnoliopsida
Superorder Rosanae
Order Rosales
Family Rosaceae - roses
Genus Fragaria L. - strawberry
Species Fragaria X ananassa (Weston) Duchesne ex Rozier (pro sp.) - hybrid strawberry
Subspecies Fragaria X ananassa ssp. ananassa (Weston) Duchesne ex Rozier

Figura 25: Taxonomia Fragaria ananassa duchesne L. Fuente: Sistema Integrado de Informacién Taxonémica o ITIS.
https://lwww.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=837344#null
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Figura 26: Fragaria ananassa duchesne o frutillas.

La superficie plantada con frutilla en la provincia de Santa Fe se ubica en torno a las 345 ha. El
85 % corresponde a la zona de Coronday el resto a la zona de la Costa. Las cosechas se realizan
mayormente en invierno (fruta primicia) y primavera (fruta de estacion). El cultivo de frutilla en
Santa Fe se caracteriza por la amplia difusién de tecnologias de desinfeccién de suelo, micro
tineles y macro tuneles. Predominan las plantas frescas. La variedad San Andreas es la mas
cultivada, con un 30 % de la superficie Los principales destinos de la fruta fresca de Santa Fe
son las ciudades de Rosario, Santa Fe, Cérdoba y Buenos Aires. Por su tradicién y calidad,
Coronda es reconocida como “la capital argentina de la frutilla”. Buenos Aires El cultivo de frutilla
en la provincia de Buenos Aires se desarrolla fundamentalmente en dos regiones
agroecoldgicamente muy distintas: el Area Metropolitana (AMBA) y el sudeste bonaerense (o
costa atlantica), con unas 400 ha y 150 ha, respectivamente. Menores producciones se llevan a
cabo en otras regiones de la provincia, como por ejemplo en zonas aledafias al Rio Colorado
(Hilario Ascasubi). En base a la superficie total que Buenos Aires destina a este cultivo, constituye
la principal provincia frutillera del pais. En el AMBA, donde las cosechas se concentran
fundamentalmente en primavera (fruta de estacion) pueden distinguirse dos zonas productoras
importantes, norte y sur. En AMBA Norte se destacan Pilar, Exaltacion de la Cruz y Zarate, con
unas 240 ha de frutilla; mientras que AMBA Sur, que incluye al cordén horticola de La Plata,
Florencio Varela y Berazategui, la superficie con frutilla alcanza las 160 ha, con
aproximadamente el 90% en el partido de Florencio Varela. Las frutillas del AMBA abastecen el
mercado de Buenos Aires a partir de la primavera, desplazando a las frutillas de Santa Fe,

Tucuman y Corrientes, que dominan la oferta durante los meses invernales.
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Por ser fruta muy perecible se requieren sumos cuidados en la post cosecha y en el
transporte. Su principal uso se registra en la industria alimentaria como “ congelado” que
permite su transformacion en dulces, mermeladas, jaleas, conservas, salsas, jugos
concentrados, licores y aguardientes. Ademas, se incorpora en lacteos, golosinas cereales
en barras, bebidas sin alcohol y té.

Cerezas (Prunus subg. Avium)

Las cerezas poseen un alto contenido de antocianinas, quercetina, hidroxicinamatos, potasio,
fibra, vitamina C, carotenoides y la melatonina. Por el alto contenido de estos componentes
bioactivos y micronutrientes, su ingesta produciria potenciales beneficios para la salud
previniendo el cancer, enfermedades cardiovasculares, diabetes, procesos inflamatorios y
Alzheimer (Kirakosyan y col., 2009; McCune y col., 2010; Franceschinis, 2016). El color de su
epidermis se debe a la acumulacion de antocianinas que actidan como el principal indicador de

madurez utilizado en su recoleccion.

En nuestro pais la produccién de cerezas se encuadra dentro de las llamadas economias
regionales y se localiza principalmente, en las provincias de Mendoza, Neuquén, Rio Negro,
Santa Cruz y Chubut.

En el caso de Mendoza con 661 hectareas, Rio Negro con 428 hectareas, Neuquén con 237
hectareas, le siguen Chubut con 360 hectareas, Santa Cruz con 200 y Buenos Aires con 50. El
mercado externo es fundamental para el sector ya que la totalidad de la produccion supera
ampliamente la demanda de consumo local. Las exportaciones representan para la region
patagdnica el 88% de las ventas. Actualmente el sector se encuentra orientado a potenciarse en

el mercado chino, principal importador de fruta.

Ya sea por la produccion extendida a lo largo del afio (fruto de los distintos climas y regiones
presentes en el pais) como por la ausencia de enfermedades o plagas que afectan su produccion.
Entre los afios 2020 y 2021, la produccion patagonica alcanzo los 24,4 millones de doélares en

exportaciones (Raffo Benegas M. D., et. al., 2022).

La Estacion experimental del INTA Alto Valle establecio los indices de cosecha para las

diferentes variedades de cereza de la zona. Los parametros que se miden son:

» Calibre: es la medida del didmetro ecuatorial.
» Color: se evallla comparando con carta de color. La observacion se hace con luz natural
(sol).
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» Firmeza: se mide con durémetros que registran en una escala de 0-100. Los valores
requeridos para la exportacion deben ser mayores a 70 y los de una fruta que no se
puede cosechar porque se encuentra blanda o pasada menores a 60.

» Solidos solubles totales: se miden por refractometria.

» Acidez titulable: se determinan los &cidos totales mediante una titulacion acido base.

En general, los parametros ideales de cosecha para una cereza son: sélidos solubles 17 a 19°

Brix, relacién sélidos solubles-acidez de 1,5 a 2 y firmeza de 70 a 75 (Kappel y col. 1996).

Taxonomic Hierarchy

Kingdom Plantae - plantes, Planta, Vegetal, plants
Subkingdom Viridiplantag - green plants
Infrakingdom Streptophyta - land plants
Superdivision Embryophyta
Division Tracheophyta - vascular plants, fracheophytes
Subdivision Spermatophytina - spermatophytes, seed plants, phanérogames
Class Magnoliopsida
Superorder Rosanae
Order Rosales
Family Rosaceag - roses
Genus Prunus L. - chokecherry, plum
Species Prunus avium (L.) L. - sweet cherry

Figura 27: Taxonomia Prunus avium L. Fuente: Sistema Integrado de Informacién Taxonémica o ITIS.

https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search value=24770#null

La cereza dulce (Prunus avium L.) es originaria de la zona comprendida entre el Mar Negro y
el Mar Caspio. La especie mas antigua de todas es la cereza &cida (Prunus cerasus L.). Es un
fruto que se encuentra en el mercado desde mediados de octubre hasta diciembre. En Mendoza,
el 55 % de la superficie cultivada corresponde a la variedad Bing. Se la conoce como la super
fruta porque contiene antioxidantes llamados antocianinas, que pueden prevenir enfermedades
cardiacas y cancer. Es una excelente fuente de betacaroteno y rica en vitaminas C, E, minerales
y fibra (Pereyra N. M., et. al., 2019).
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Figura 28: Racimo de cerezas.

Residuos alimenticios y su posible aprovechamiento

Las dificultades en el acceso a los alimentos de algunos sectores de la poblacion mundial, asi
como también la necesidad de solucionar ciertos problemas ambientales y las presiones
legislativas en algunos paises requiere de la pronta creacién de métodos adecuados para la
recuperacién de los residuos generados en la industria alimenticia y la reduccién o eliminacion
de las disposiciones de los mismos. Actualmente, los métodos convencionales para la
recuperacion son la produccion de alimento para animales y el compostaje, que proporcionan
una utilizacién parcial de los desechos de la industria alimenticia. Las cascaras y las pieles de
las frutas, los restos de verduras, de carne y huesos de animales, cascara de huevos, etc. se
consideran residuos, pero sin embargo contienen cantidades considerables de compuestos de
alto valor biologico y reutilizables en una gran proporcion. La recuperacién de residuos
alimenticios es una forma de reutilizacion que puede desarrollar nuevos productos con valor de
mercado (Galanakis, 2012, 2013; Rahmanian et al., 2014). La reutilizacion permite reducir los
niveles de residuos y crea nuevas oportunidades y beneficios para todos aquellos que
pertenecen al sistema de produccion alimentaria. La recuperacion de componentes nutritivos a
partir de residuos incrementa la sustentabilidad del proceso productivo. Se entiende por
sustentable a los procesos que satisfacen las necesidades actuales sin poner en riesgo los
recursos naturales de las generaciones futuras. Todas las organizaciones, y en particular los
sistemas de produccién de alimentos no pueden ignorar la necesidad de actuar de una manera
sustentable. Casi un 45 % de residuos se generan a partir de las frutas y verduras en la industria
de procesamiento en todo el mundo. Estas pérdidas ocurren a lo largo de la cadena de suministro
de alimentos. Una gran cantidad se desecha en vertederos y/o rios. Esto representa una seria

amenaza para el medio ambiente debido a su alta capacidad de biodegradacion, lixiviado y
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emisiones de metano. Sin embargo, estos recursos poseen un gran potencial para ser utilizados
para la recuperacion de productos de alto valor agregado (Wadhwa y Bakshi, 2013). Los residuos
agricolas son la consecuencia generalmente de dafios mecanicos y /o desperdicios que se
producen durante la operacion de cosecha (por €j. trilla o recoleccion de fruta) o cosechas
clasificadas segun estandares de calidad realizadas tardiamente después de la cosecha, cuando
gran parte de los vegetales se descomponen por estar al rayo directo del sol en el campo o a
merced de plagas. Asimismo, el procesamiento de estos productos frutihorticolas (secado,
deshidratacién, elaboracion de jugos, mermeladas, produccién de pastas, encurtidos vegetales
y otras tecnologias generan residuos sélidos como cascaras, restos de pulpa sin utilizar, orujo,
semillas y tallos y otros residuos liquidos como jugos, aguas de lavado, aguas de refrigeracion y
aguas con productos de limpieza. Estos desechos estan compuestos principalmente por agua
(80-90%). La disposicién, asi como se produce, genera un volumen muy grande de residuos que
resulta practicamente inmanejable. Estos desechos poseen una cantidad significativa de
compuestos biol6gicamente activos como fibras, polifenoles, glucosinolatos, aceites esenciales,
pigmentos, enzimas, acidos organicos, etc. que pueden usarse para la recuperacion de
productos de alto valor agregado (Galanakis, 2015 a, b; Deng et al. 2015). Los compuestos
bioactivos, subproductos de frutas y vegetales pueden usarse como aditivos funcionales en
alimentos. Vergara-Valencia et al. (2007) demostraron que el concentrado de fibra dietética de
mango de frutas no maduras podria aplicarse como ingrediente de productos de panaderia para
aumentar su capacidad antioxidante. Ademas, el orujo de manzana, un subproducto de la
industria del jugo de manzana podria utilizarse como fuente de fibra dietética y polifenoles en la
produccion de pasteles (Sudha et al., 2007), mientras que la frambuesa (Gérecka et al., 2010),
la pasta de uva (Mildner-Szkudlarz et al., 2013) y blueberry (Mi8an et al., 2014) se han utilizado
para enriquecer las galletas. El orujo de zanahoria se puede usar en pan, pastel, aderezo y
encurtidos y el orujo de cebolla en bocadillos. Los subproductos de citricos (albedo de limén y
fibra dietética en polvo de naranja) se agregaron a las salchichas cocidas y curadas en seco para
aumentar su contenido de fibra dietética (Fernandez-Lopez et al., 2004). Los subproductos del
olivo se han utilizado para la recuperacién de polifenoles y pectinas, que se han propuesto como
antioxidantes y sustitutos de la grasa en los productos alimenticios, respectivamente (Galanakis
et al., 2010a, b, c, d, e; Galanakis, 2011; Rahmanian et al. al., 2014; Rosell6-Soto et al., 2015).
Asimismo, la utilizacion de residuos de frutas y vegetales para la elaboracién de etanol, biogas,
proteina de célula Unica, bebidas (sidra, cerveza y vino) y vinagre ha sido también ampliamente
estudiadas (Wadhwa y Bakshi, 2013). La industria de procesamiento de papa genera grandes
cantidades de céscara como subproducto. Es una buena fuente de varios ingredientes
funcionales beneficiosos, incluidos los polifenoles antioxidantes. La utilizacion de cascaras de
papas como fuente de antioxidantes naturales ha sido extensamente investigada, debido a que
poseen 10 veces mas cantidad de nutrientes que la pulpa (Malmberg y Theander, 1984). Poseen
cantidades importantes de acidos clorogénicos y galicos, que actian como antioxidantes (Sotilllo
et al, 1994, Singh et al., 2011). El contenido de compuestos fendlicos puede alcanzar valores de
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25-125 mg/100g, dependientes de las técnicas de extraccién y la polaridad de los solventes de
extraccion (Singh y Saldafia, 2011). El contenido de antioxidantes varia también segun la
variedad de papa. Elevadas concentraciones de antioxidantes se hallan en las céascaras de color
roja o purpura mientras que en las amarillas o marrones en menor proporcién (Al-Eshoby y Rao,
2009). La extraccion de compuestos bioactivos de las cascaras de papa se puede obtener a
través de tecnologias emergentes como microondas, ultrasonidos, radiofrecuencia, etc. Diversos
autores han evaluado el potencial nutrimental de la harina de cascara de platano encontrando
que tiene un elevado potencial como ingrediente funcional en alimentos. Gil-Garzén et al., (2011)
sustituyeron harina de trigo por harina de banano verde con cdscara y encontraron que esta no
podria ser mayor a 16%. Otros autores que han utilizado la cascara de platano para la
elaboracién de fideos concluyeron que la pulpa de platano y la harina de cascara de platano
Cavendish podrian ser utiles para controlar la hidrélisis del almidon de tallarines amarillos, a
pesar de que algunas de las propiedades fisicoquimicas de los fideos fueron alterados (Ramli et
al., 2009)

Segun estimaciones de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO) cerca de un 30% de la produccidn total de alimentos se desecha en forma de

residuos. Esto produce un enorme perjuicio econémico, social y ambiental.

Para el caso de Argentina, estos valores no fueron medidos con exactitud. Pero un estudio
realizado por la Facultad de Ingenieria de la Universidad de Buenos Aires en 2007 determiné
que cerca del 41% de los residuos generados en la ciudad de Buenos Aires correspondian a
desechos alimenticios. Dicho estudio fue realizado en funcién de los residuos sélidos urbanos o
RSU (De Luca M. & Rosso M., 2007).
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Componentes COMPOSICION
TOTAL

Papeles y Cartones 17,15%
Diarios y Revistas 3,97%
Papel de Oficina (Alta Calidad) 1,24%
Papel Mezclado 6,90%
Carton 4,33%
Envases Tetrabrick 0,70%
Plasticos 13,07%
PET (1) 1,62%
PEAD (2) 1,07%
PVC (3) 0,91%
PEBD (4) 6,33%
PP (5) 1,23%
PS (6) 1,42%
Otros (7) 0,49%
Vidrio 5,81%
Verde 2.74%
Ambar 0,64%
Blanco 2.08%
Plano 0,35%
Metales Ferrosos 0,96%
Metales No Ferrosos 0,42%
Materiales Textiles 3,90%
Madera 1,08%
Goma, cuero, corcho 0,63%
Pariales Descartables y Apositos 4,52%
Materiales de Construccién y Demolicién 2,52%
Residuos de Poda y Jardin 3,34%
Residuos Peligrosos 0,93%
Residuos Patégenos 0,73%
Desechos Alimenticios 41,28%
Miscelaneos Menores a 12,7 mm 3,59%
Aerosoles 0,06%

TOTAL 100%

PESO VOLUMETRICO PROMEDIO
Peso Volumetrico (Tn/m3) 0,240
PRODUCCION PER CAPITA

PPC (kg/hab x dia) 0,968

Tabla 2: Tabla de la composicion fisica de los residuos soélidos urbanos de CABA, invierno 2006 (De Luca M. & Rosso
M., 2007).
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) Papeles y Cartones
Miscelaneos Menores a 17,15%
12,7 mm

3,59%

Plasticos
13,07%

Desechos Alimenticios
41,28%

Vidrio

5,81%

Metales Ferrosos y No
Ferrosos
1,38%

Residuos Patagenos

0,73% Materiales Textiles,

Madera, Goma, cuero,
corcho
5,61%

Res. de Poda y Jardin Mat. de Construccion y )
3,34% Demolicion Pafiales y Apositos
2,52% 4,52%

Residuos Peligrosos
0,93%

Figura 29: Gréfico de la composicion fisica de los residuos sélidos urbanos de CABA, invierno 2006 (De Luca M. &

.Rosso M., 2007).

En los desechos alimenticios son considerados todos aquellos alimentos aptos para el consumo
humano que se descarten, pierdan, degraden o afecten, en cualquier punto a lo largo de la
cadena productiva y de suministro, como también el utilizado intencionalmente para alimentacion

animal o bien constituya un subproducto de la elaboracién de alimentos para humanos.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS.
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Objetivos generales

Verificar la presencia o ausencia de antocianinas en las muestras elegidas: repollo colorado,
berenjenas, pimientos morrones, arandanos, frutillas y cerezas; y realizar un estudio comparativo
de su contenido total entre las distintas muestras vegetales. lIdentificar las principales
antocianinas presentes en cada una de las muestras. Asimismo, evaluar el deterioro de las
antocianinas durante un periodo de 7 dias de almacenamiento, en ausencia de refrigeracién, sin

exposicién a la luz solar y sin control de la temperatura ambiental, simulando un posible residuo.

Objetivos Especificos

Ordenar las muestras vegetales elegidas en funcién de la cantidad de antocianinas totales.
Seleccionar cudles serian las muestras mas adecuadas para realizar un proyecto de
recuperaciéon y aprovechamiento de las antocianinas, analizar la posible estabilizacién de las

antocianinas y sus posibles aplicaciones/formas de comercializacion.

Hipotesis
Ho (para cada muestra): La coloraciéon presente en la muestra se le atribuye a la alta
concentraciéon de antocianinas en la misma, pudiendo ser candidata para un proyecto de

recuperacion.

Hi (para cada muestra): La coloraciébn de la muestra no se relaciona directamente con la

concentraciéon de antocianinas.

Ho (para cada muestra): La concentracion de antocianinas en los vegetales luego de 7 dias de
almacenamiento a temperatura ambiente sin control (residuo simulado) es similar a la
concentracion inicial, pudiéndose utilizar estos residuos como fuente del componente bioactivo

en un proyecto de recuperacion.

Hy (para cada muestra): La concentracion de antocianinas en los vegetales, luego del
almacenamiento decae significativamente producto de los procesos de degradacién, afectando

la capacidad de obtener extractos ricos en antocianinas.
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MATERIALES Y METODOS
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Materiales y reactivos

« Balanza granataria, con rango 0,01 gramos.

% Sonicador o bafio de ultrasonido.

% Centrifuga.

% Espectrofotémetro UV-Vis.

¢ Cubas de cuarzo (1 cm paso éptico).

% Agitador magnético con calentador regulado.
% Pipetas (graduadas, aforadas y automaticas).
% Vasos de precipitados y frasco shot (1L).

< Gradillas.

%+ Tubos de centrifuga con tapa.

< Jeringa 10 mL.

< Espatula y material para manipulacion de muestra.
% Mortero y pilédn.

¢+ Cuchillo y licuadora de mano.

% Agua destilada.

% Metanol, calidad HPLC.

% Agua corriente y lavandina (opcional).

% Acetato de sodio (NaCz2H303), calidad reactivo.
% Cloruro de potasio (KCI), calidad reactivo.

% Solucidn &cido clorhidrico 1N.

% N-Hexano, calidad cromatogréfica.

% Acido formico 98%.

% Acido acético glacial.

% Acetato de etilo.

% Bromuro de potasio, para IR.

% Placas silica gel 254 con base de aluminio.

% Jeringa Hamilton (25 pL).

% Filtros banda blanca.

« Muestras:

1- Solanum melongena (Berenjena).

2- Brassica oleracea var. capitata f. rubra  (repollo  colorado).

3- Capsicum annuum (morron rojo o} pimento rojo).
4- Vaccinium sect. Cyanococcus (ardndanos).
5- Fragaria ananassa duchesne (frutillas).

6- Prunus subg. avium (cerezas).
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PROCEDIMIENTO
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Preparacion de muestras

Se adquieren las muestras en un comercio de cercania, garantizando que las mismas sean lo
mas frescas posibles. A continuacion, se les realiza un tratamiento opcional de lavado con agua
corriente, seguido de una inmersién en agua con unas gotas de lavandina. Con tal de eliminar
restos de material que pueda interferir (como tierra, hojas, piedras, etc.) y de otros organismos
(como insectos, hongos o microrganismos). Estos Ultimos ya que pueden afectar o incidir en la

degradacion natural de las muestras para la prueba de estabilidad. Finalmente se lavan con agua

destilada para remover restos minerales y se secan superficialmente antes de proseguir (Figuras
30, 31y 32).

Figuras 31, 32 y 33: Muestras posterior al lavado, se observan desde arriba hacia abajo y de izquierda a derecha: las
berenjenas, morrén rojo, repollo colorado, arandanos, frutillas y cerezas. En las fotos inferiores corresponden a las
muestras de frutillas y cerezas.
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Las muestras se preparan para trasladarlas al laboratorio, en el caso de las berenjenas solo se
utiliza la piel dado que es donde se concentran los analitos de interés (Figuras 34 y 35). Se le
remueve la capa superior de piel mediante el uso de un “pela papas” y un cuchillo. Se prosigue
a cortar las pieles de berenjena, las hojas del repollo colorado y el morrén rojo. Para las muestras

de fruta, no se las manipula mas alla del lavado.

Figura 34 y 35: Preparacion de la muestra de berenjena, de la cual solo se utilizé la cascara para el ensayo.

Extraccion y maceracion

En el laboratorio se realizan las preparaciones finales para la etapa de extraccion. Las muestras
se colocan en morteros y se prosigue a triturar para exponer mayor superficie de contacto con el
solvente de extraccion. En las muestras frutales (ardndanos, frutillas y cerezas) y en el caso del
morrén, se logra una pulpa uniforme con presencia de las cascaras. Para la berenjenay el repollo
se las corta en porciones mas pequefias usando la batidora de mano, luego se las morterea
(Figuras 36y 37).
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Figuras 38 a 41: Muestras de arandanos (38), cerezas (39) y frutillas (40 y 41).
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En tubos de ensayo se pesan 5,0 gramos de cada muestra por triplicado. Se utiliza la balanza

granataria Sartorius modelo CP 4202S. A continuacién, se prosigue a agregar 10,0 mL de

solvente de extraccion utilizando una pipeta automatica. Se utiliza una solucién de metanol agua
(50:50) como solvente de extracciéon (Casazza, A. A, et. al., 2010; Guntero V.A., et. Al.,2015)

utilizando una pipeta automatica (Figuras 42, 43y 44).

Figuras 42, 43 y 44: Muestras por triplicado listas para la fase de extraccion, de izquierda a derecha: berenjenas -1-,

repollo colorado -2-, morrén rojo -3-, arandano -4-, frutilla -5- y cereza -6-.

Se prosigue realizando ciclos de sonicado (Casazza, A. A, et. al., 2010) y agitado manual para
promover la extraccion, contabilizando un total de 6 ciclos. El sonicado se realiza en bafio de
agua a 60°C durante 30 minutos. A esta temperatura y proporcion de solvente se consigue una

buena extraccion de los analitos deseados (Guntero V.A., et. Al.,2015) (Figuras 45, 46 y 47).
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Figuras 45, 46 y 47: Ciclos del proceso de extraccion, calentado a 60°C en bafio de agua y sonicado.

Luego se deja reposar las muestras tapadas y al abrigo de la luz durante 24 horas para

completar la maceracion.

Transcurrido el tiempo, se prosigue a centrifugar las muestras a 3500 rpm por 10 minutos. La
centrifuga en cuestion es una Neuation iIFUGE L400P. Se conserva la fase liquida para realizar
los analisis. Para evitar posibles interferencias no se filtran las muestras, dado que existe la

posibilidad de retencién de analito por parte de los filtros (Figuras 48, 49 y 50).
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Figuras 48, 49 y 50: Muestras luego del centrifugado, previo a las diluciones y lectura en el equipo.

Opcionalmente se podria realizar una prueba de filtros, utilizando distintos tipos, para
determinar cual seria el mejor y cual seria el volumen de saturacion de los mismos (punto en el
cual los filtros dejan de retener analito). Esto como parte de la validacion del método de
extraccion y cuantificacién.

Este método de extraccion no es especifico para antocianinas, por lo que podria incluirse en un
estudio mas genérico de extraccion de polifenoles totales (siendo las antocianinas parte de este
ltimo grupo). Luego en caso de querer determinar la concentracion de polifenoles totales se lo

podria realizar mediante un ensayo de comparacién de capacidad antioxidante contra un patrén
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de acido galico. Pero para este ensayo se requieren reactivos de los cuales no se tiene
disponibilidad al momento de hacer la prueba.

Determinacion de las antocianinas Totales

La cuantificacién de antocianinas se realiz6 por el método de pH diferencial. Este es un método
espectrofotométrico que se basa en la transformacion estructural de las antocianinas con el
cambio de pH (pH 1 coloreadas y pH 4.5 incoloras).A partir del extracto liquido se realiza una
dilucion 1,0 mL en un matraz de 10 mL con cada muestra por duplicado. Se las lleva a volumen
con las soluciones amortiguadoras o buffers de cloruro de potasio (pH= 1,0) y acetato de sodio
(pH= 4,5).. Se midi6 la absorbancia de cada muestra a la longitud de onda de méaxima
absorbancia (Amax=520 nm) y a 700 nm. De la ecuacion de Lambert-Beer se obtiene C=A/e, en
la que C es la concentracién molar, A es la absorbancia, € corresponde a la absorbancia molar o
coeficiente de extincion molar (constante fisica para especies moleculares en un solvente a una
determinada longitud de onda, se pueden utilizar los valores de absorbancia molar para
pigmentos purificados tomados de la literatura), L es la longitud de recorrido en cm. La
concentracién en mg/L puede ser determinada multiplicando por el peso molecular (PM) del
pigmento y por el factor de dilucidn. Estas nuevas soluciones son las muestras para leer en el
espectrofotdémetro UV-VIS, un equipo Shimadzu modelo 1900i. (Figuras 51y 52).
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Figuras 51 y 52: Soluciones de muestras con sus respectivos buffers, se aprecia el viraje al rojo en todas las muestras
de pH 1,0 (con excepcién de la muestra 3, correspondiente a morrén rojo) indicio de la presencia de antocianinas.

Las lecturas se llevan a cabo a dos longitudes de onda, una principal a 520 nm y otra de
correccion a 700 nm. Como blanco se utiliza agua destilada. Para descartar interferencias por
imperfecciones en el material utilizado (cubas) se realiza un barrido y puesta cero del equipo. Al
finalizar las mediciones cuantitativas, se realizo un espectro a una de cada muestra partiendo de
los 750 nm hasta los 190 nm para identificar los maximos de absorciéon en ambos pH’s. Buscando
constatar que los maximos de absorbancia estuvieran en la proximidad de los 520 nm para las

muestras con pH 1,0 (ver Anexo 1).
Para el calculo final se utiliza la siguiente formula:
Antocianinas totales (eq. Cianidin-3-glucosido mg/L) = (A x Mr x F.dil x 10"3)/(Z, x 1)
Donde:
A= Diferencial entre las absorbancias corregidas en el medio pH 1,0y 4,5.
Mr=449,2 g*mol-1, correspondiente al peso molecular de la cianidin-3-glu.
F.dil= 0,01; representa el factor de dilucion en las muestras.
103= corresponde al pasaje de gramos a mg.

&= 26900 L*cm-1*mol-1; siendo este el coeficiente de extincion molar de la cianidin-3-glu. a
520 nm.

1= corresponde al paso Optico de la cuba en centimetros.
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Se informa en funcién de esta antocianina en particular dado que es la antocianina mas
abundante en la naturaleza (Lee J., et. Al., 2005) y es la més utilizada para informar en este
método (Lee J., et. Al,, 2005; Lee J., et. Al., 2008; Cosavalente Burgos k. S., et. Al., 2016). Otra
alternativa es utilizar la malvin-3-glucosido, corrigiendo el peso molecular junto al coeficiente de

extincion molar a 463.3 g*mol-1y 28000 L*cm-1*mol-1 respectivamente (Lee J., et. Al., 2008).

Las muestras vegetales se las conserva al abrigo de la luz, dentro de contenedores plasticos
con aberturas, a temperatura ambiente durante siete dias de corrido. Luego se prosigue a repetir
las etapas de extraccién y maceracion, seguidas de las correspondientes determinaciones de

antocianinas.

Purificacion del extracto

Se repite la extraccion, excluyendo a las muestras de morron rojo y cereza. La primera por haber
determinado la ausencia de antocianinas. En el caso de las cerezas, debido a la falta de materia
prima, por su naturaleza estacional al momento de realizar los siguientes ensayos no fue posible
adquirir nueva muestra fresca. Luego de la extraccion se prosigue a filtrar por banda blanca. A
las muestras se les trata de extraer los compuestos mas liposolubles mediante el uso de una
extraccion liquido-liquido usando N-Hexano. Para lo cual se monta sobre un pie universal las
ampollas de extraccion y se les coloca el extracto. Al mismo se le agrega 50 ml del hexano, con
agitacion y se espera a la separacion de las fases (Figuras 53 y 54).

oo
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oy N |

Figura 53: Disposicion del equipo de extraccion usado.
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Figura 54: Purificacién con hexano, de izquierda a derecha y de arriba hacia abajo: Muestra de Arandanos, Berenjena,
Frutilla y Repollo colorado.

Identificacion de antocianinas por HPLC

Para la identificacién de las antocianinas presentes en cada muestra se opté por compararlas
con otros estudios que ya hubieran realizado la tarea. De estos se buscé los pardmetros
cromatograficos y condiciones de corrida, para luego compararlos entre si con el fin de
determinar cual seria el que mejor se podria recrear (en funcion de la disponibilidad de equipos
y reactivos). Se utilizaron como fuentes los siguientes estudios, cada uno asociado a la

identificacion de las antocianinas en una de las matrices elegidas.

e Parala berenjena, el trabajo utilizado como modelo fue el llevado a cabo por Sadilova,
E., et. Al, 2006. En el mismo se utiliza el sistema HPLC-DAD y HPLC-MS, con los

parametros cromatogréaficos descritos en la Tabla 3.
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Equipo HPLC-DAD-MS

Columna C18 250 mm x 4,6 mm x 5 pum (tipo: Water Sunfire)

FM FM A= Ac. Formico 5% (v/v) [FMB=  |AcN 100%

Tiempo corrida 55°

Post time 5°de estabilizacion

Tiempos % FM A % FM B Flujo (ml/") | Temperatura

o 100 0 1,0 25°C
5 100 0 — —

Tabla de 20° 90 10 - -

Gradiente 40° 87 13 -— —
a4 80 20
50° 75 25
55’ 100 0

Detector 520 nm

Vol. Iny. No informa

Tabla 3: Condiciones cromatogréficas utilizadas en el estudio: Anthocyanins, Colour and Antioxidant Properties of

Eggplant (Solanum melongena L.) and Violet Pepper (Capsicum annuum L.) Peel Extracts. Fuente: Sadilova, E., et. Al,,

(2006).

e En el caso del repollo colorado, la fuente utilizada fue el trabajo realizado por Arapitsas,

P., et. Al,, 2008; en el cual se caracterizé las antocianinas de este vegetal también

mediante el uso del HPLC-DAD-MS. En la Tabla 4 se muestran los pardmetros

utilizados en este estudio.
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Equipo HPLC-DAD-MS
Columna Zorbax SB-C18 100 mm x 2,1 mm x 1,8 pm
FM FM A= Ac. Formico 5% (v/v) FM B= |ACN 100%
Tiempo corrida 57°
Post time 5’de estabilizacion
Tiempos % FM A % FM B | Flujo (ml/") | Temperatura
0 95 5 0,2 27°C
3’ 95 5
5° 90 10
8’ 88 12
Tabla de 10° 86 14 —
Gradiente 18" 86 14 —
(lineal) 28’ 83 17 — —
35° 80 20
40° 10 90
45° 10 90
50° 95 5
577 95 5 —

Tabla 4: Condiciones cromatogréficas utilizadas en el estudio: Characterisation of anthocyanins in red cabbage using
high resolution liquid chromatography coupled with photodiode array detection and electrospray ionization-linear ion trap
mass spectrometry. Fuente: Arapitsas, P., et. Al. (2008).

e En el caso de los ardndanos, el modelo experimental a considerar es el utilizado por
Cesa, S., et. Al,, 2017. En la Tabla 5 se muestran los parametros cromatograficos

utilizados en el sistema.

Equipo HPLC-DAD
Columna RP-C18 250 mm x 4,6 mm x 5 pm
FM FM A= Ac. Formico 5% (v/v) [FM B= |ACN 100%
Tiempo corrida 40°
Post time 5°de estabilizacion

tiempo % FM A % FM B Flujo (ml/’) | Temperatura
Tabla de .

. 0 95 5 1,0 No Indica

Gradiente - -

40" (55) 80 20 0,5 No Indica
Detector 520 nm
Vol. Iny. 20 pL

Tabla 5: Condiciones cromatogréaficas utilizadas en el estudio: Evaluation of processing effects on anthocyanin content
and colour modifications of blueberry (Vaccinium spp.) extracts: Comparison between HPLC-DAD and CIELAB analyses.
Fuente: Cesa, S., et. Al,, (2017).
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e Para la frutilla, el trabajo utilizado como modelo fue el llevado a cabo por Da Silva, F.
L., et. Al, 2007. En el mismo se analizan las antocianinas utilizando un sistema de

HPLC-DAD-MS. Las condiciones que utilizan son las descritas en la Tabla 6.

Equipo HPLC-DAD
Columna C18 150 mm x 4,6 mm x 5 pm (tipo: Phenomenex Aqua)
FM FM A= Ac. Trifluroacetico 0,1% (v/v) |FM B= |AcN 100%
Tiempo corrida 507
Post time 10"de estabilizacion
tiempo % FM A % FM B Flujo (ml/’) | Temperatura
0 90 10 0,5 35°C
Tabla de 5', 90 10 — —
Gradiente 20, 85 15 — —
25 85 15 — -—
30° 82 18 -—- -
50° 65 35 -—- -
Detector 520 nm
Vol. Iny. No informa

Tabla 6: Condiciones cromatogréficas utilizadas en el estudio: Anthocyanin pigments in strawberry. Fuente Da Silva, F.
L., et. Al., (2007).

Finalmente se opto por realizar el ensayo mediante la metodologia descrita en el estudio llevado
a cabo por Cesa, S., et. Al., (2017). Los motivos de dicha eleccién son ampliados en la seccién
de resultados y discusiones, pero basicamente se reduce a la disponibilidad de material y
practicidad. En la Figura 55 se observa el cromatograma representativo del estudio, junto con
sus sefales correspondientes. En tanto, la Figura 56 es el resultado obtenido para la muestra
de arandanos (la misma muestra usada en el estudio). El resto de los cromatogramas se
encuentran en el Anexo 2. Se modifica el tiempo de corrida, extendiéndolo hasta los 55 minutos
para dar mas tiempo a la elucién de otros compuestos de las otras muestras. Se utilizo una
temperatura de 25 grados para mantener estable la columna a lo largo de las corridas, dado que

el método no informa dicho pardmetro.

El ensayo fue realizado utilizando un equipo Agilent 1260 Infinity I, con los siguientes médulos:
autosampler G7129A 1260VilSampler, bomba cuaternaria G7111B Quat Pump, detector de
arreglo de diodos G7115A DAD WR, horno de columna G7116A MCT. En cuanto a la columna
usada fue una RP-C18 LiChrospher®100 de 250 mm por 4,6 mm y 5 ym. El software usado fue
el Agilent OpenLab ChemSation.
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Figura 55: Cromatograma representativo a 520 nm de extracto de arandanos. Asignacién de los picos: 1, delphinidin-3-

o

O-galactésido; 2, cyanidin-3-O-galactosido; 3, delphinidin-3-O-arabinésido; 4, petunidin-3-O-galactésido; 5, cyanidin-3-
O-arabinésido; 6, petunidin-3-O-arabindsido; 7, malvidin-3-O-galactésido; 8, malvidin-3-O-glucésido y 9, malvidin-3-O-
arabinosido. Fuente: Cesa, S., et. Al., (2017).
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Figura 56: Cromatograma obtenido del extracto de arandanos (muestra 3), se observa un perfil de picos muy similar.
Aungue se obtiene una mejor resolucion entre los que vendrian a ser el pico 2 y 3 del ensayo original. Se observa ademés

un corrimiento en los tiempos de retencién de aproximadamente 3 o 4 minutos.
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Identificacion por TLC-IR

Para la TLC se empleé las condiciones de corrida propuestas en el estudio de Giracca, A.
L. M., (2016). Se realizaron tres corridas independientes, la primera a modo de prueba, la
segunda y tercera fueron utilizadas para las lecturas en el equipo IR (Ver Anexo 3y 4).
Para lo cual se raspo con las areas de la silica que contenian las manchas. En mortero se
las homogenizo con bromuro de potasio para IR y se prosiguio a la lectura.

Como solvente de elucion de la TLC se utiliz6 una mezcla de acetato de etilo, acido
férmico, acido acético glacial y agua (50: 5,5: 5,5: 7,5). Se realiz6 la corrida con saturacién
de camara de 20 minutos, una siembra inicial de 5 uL y revelado en luz UV (sin tratamiento
guimico). La placa utilizada fue de silica gel 254 con base de aluminio y se dejé correr hasta
aproximadamente 3/4 de la placa.

La prueba del sistema se realiz6 mediante siembra en banda, y durante la misma parte de la
silica se dafig, afectando la corrida (ver Figura: 63 y 64). También se detectd que en los
extremos de la placa el solvente corrié a mayor velocidad.
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Figura 57: Prueba del ensayo TLC, siendo las muestras (de izquierda a derecha): berenjena, repollo colorado, frutilla'y
arandanos. La quinta muestra no corresponde al trabajo presentado, siendo una muestra preparada por fuera del mismo.
En la parte superior se aprecia como el dafio a la silica afecto en la corrida desde un comienzo.
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Figura 58: Revelado UV de la primera prueba del ensayo TLC.

A partir de esta prueba, se determind que el sistema de siembra debia ser en punto, y para
mejorar la elucién en los bordes se desprendié un poco de la silica en las esquinas inferiores a
modo de cufa. En este caso, si bien la placa corrié bien, al momento de realizar las lecturas en
el FT-IR las sefiales obtenidas eran muy chicas, en relacién con el ruido (ver ANEXO 3). Esto se
le atribuye a la baja concentracion de muestra, por lo que en la dltima prueba se aumenté el
volumen de siembra hasta los 20 L (ver Figuras 59 y 60) (ver ANEXO 4)

Figura 59: Tercer ensayo de la prueba TLC-IR, a la derecha es el momento previo a la corrida y a la izquierda al finalizar.
Las muestras son, de izquierda a derecha: Berenjena, repollo colorado, arandano y frutilla.
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Figura 60: Revelado UV del tercer ensayo de la prueba TLC-IR.

METODOLOGIA DE BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

La busqueda de la bibliografia se realiz6 en forma digital, se consultaron los siguientes
repositorios: Google Académico, EBSCO, Elsevier, Scielo y Dialnet y SEDICI UNLP.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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Resultados obtenidos en determinacién de antocianinas totales

Las lecturas obtenidas y calculos realizados sobre las muestras al inicio del ensayo se muestran

en la siguiente Tabla 7.

i Antocianinas como Eq. de Cianidin-3-
T|em20 0 Mediciones Calculos glucosido (m;‘ 100g)
Muestras Buffer pH 1,0 Buffer pH 4,5 Buffer pH 1,0 Buffer pH 4,5 Des.
- A Calculo final PROMEDIO
Producto / especie Num |Peso (gr)| Abs 520 nm | Abs 700 nm| Abs 520 nm| Abs 700 nm|| 520 -700 nm 520 -700 nm Std. A
11 5,07 0,932 0,007 0,133 0,010 0,925 0,123 0,802 135,800
Berenjena -1- 1-2 5,01 0,833 0,007 0,128 0,010 0,826 0,118 0,708 | 0,09 118,465 134,819
13 5,07 1,038 0,009 0,154 0,012 1,029 0,142 0,887 150,193
21 5,12 2,154 0,004 0,313 0,003 2,150 0,310 1,840 314,634
Repollo Colorado
2 22 5,00 2,158 0,003 0,295 0,002 2,155 0,293 1,862 | 0,10 310,933 323,153
23 5,10 2,352 0,003 0,333 0,003 2,349 0,330 2,019 343,893
341 5,04 0,228 0,094 0,237 0,100 0,134 0,137 -0,003 -0,505
Morron Rojo -3- 32 5,05 0,222 0,087 0,233 0,095 0,135 0,138 0,003 | 0,00 0,506 0,451
33 5,12 0,183 0,070 0,186 0,071 0,113 0,115 -0,002 -0,342
41 5,04 0,861 0,004 0,090 0,004 0,857 0,086 0,771 129,778
Arandanos 4- 42 5,04 1,305 0,005 0,128 0,005 1,300 0,123 1,177 | 0,21 198,118 168,475
43 5,01 1,178 0,006 0,115 0,004] 1,172 0,111 1,061 177,530
51 5,08 0,443 0,014 0,072 0,016 0,429 0,056 0,373 63,28
Frutillas -5- 52 5,00 0,554 0,025 0,102 0,028] 0,529 0,074 0,455 | 0,05 75,980 72,576
53 5,02 0,564 0,022 0,098, 0,024 0,542 0,074 0,468 78,463
6-1 5,09 0,400 0,001 0,074 0,004 0,399 0,070 0,329 55,928
Cerezas -6- 6-2 5,09 0,316 0,002 0,066, 0,003 0,314 0,063 0,251 | 0,07 42,669 43333
6-3 5,11 0,242 0,002 0,059 0,003 0,240 0,056 0,184 31,402

Tabla 7: Mediciones obtenidas y calculos realizados de las muestras a tiempo cero. Primero se realiza la correccion en

las mediciones en cada pH y de alli se calcula A.

De los datos obtenidos se puede determinar que el repollo colorado presenta la mayor
concentracién de antocianinas totales (323,15 mg/100g). En segundo lugar, se encuentran las
muestras de arandanos (168,48 mg/100g) junto con las muestras de berenjena (134,82

mg/100g), de las que se utiliz6 solo la piel.

En el morrén rojo se detecté una minima concentracién de antocianinas, menor a 1mg/ L. En
todas las otras muestras analizadas se aprecia un viraje de color inmediato a un rojo intenso a
pH: 1, mientras que en las muestras del morron no se detecta cambio alguno (Figura 61).
Inclusive se puede determinar en el espectro UV-Vis llevado a cabo a las muestras, que el morrén
no presenta un maximo de absorcion en la longitud de onda donde las antocianinas absorben a
pH=1,0 (520 nm aproximadamente). Se observa una sefial a los 260 nm en pH=4,5 que se le
podria atribuir a la quercetina, flavonoide del tipo flavonol, que se halla en maxima proporcion en
los pimientos morrones. Esta absorcion corresponde al sistema conjugado del anillo A o sistema
benzoil. Por el contrario, los pimientos morrones poseen gran cantidad de carotenoides. El
espectro visible de los carotenoides es caracteristico en el rango de 400 a 500 nm. Se observa
un maximo alrededor de 450 nm. Para un carotenoide especifico dado, las posiciones de las
bandas de maxima absorcién estan en funcion del nimero de dobles enlaces conjugados
presentes en la molécula. su posicion de maxima absorcion puede variar dependiendo de la

interaccién de estas moléculas con el solvente en el cual ha sido disuelto.
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Otras sefiales se observan en las otras muestras, pero es algo de esperar ya que la extraccion

no es especifica (Ver espectros UV en Anexo 1).

Figura 61: Muestras de morrén rojo -3- con medio pH 1,0. Siendo la 3-1 llevada totalmente a volumen con el buffer, la
muestra 3-2 parcialmente, y finalmente la 3-3 sin el agregado de buffer pH 1,0. Aqui se observa claramente que no hay

cambio de color en la solucién mas alla del efectuado por la dilucion en si.de carotenoides en morrén rojo

Los resultados obtenidos con las muestras que simularon el residuo (muestras almacenadas a
temperatura ambiente por 7 dias), se presentan en la Tabla 8. Los cambios mas relevantes son
los de la muestra de berenjena, cuyos niveles de antocianinas disminuyen hasta anularse, luego
de 7 dias de almacenamiento. Esto podria atribuirse a una menor estabilidad de sus antocianinas
En general, se observa una disminucion en las cantidades medidas, con excepcion de las
muestras de arandanos y cerezas. En ambos casos, las lecturas luego del periodo de 7 dias
fueron superiores. Se observé que las muestras de arandanos, cerezas y de repollo colorado
fueron las menos deterioradas microbiol6gicamente, seguramente por el poder antimicrobiano

de sus polifenoles, que en ellas se hayan en alta concentracion (Figuras 63, 64, 65, 66, 67 y 68).

Numerosos investigadores comprobaron la efectividad antimicrobiana de los flavonoides. Diaz -
Solares et al., (2017) demostraron la accion inhibitoria de flavonoides aislados de morera (Morus
alba L.) sobre algunas bacterias enteropatégenas como Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Streptococcus a-hemolitico
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TiemEo 7 dias Antocianinas como Eq. de Cianidin-3-
Mediciones Calculos glucosido {mg/ 100g )
Muestras Buffer pH 1,0 Buffer pH 4,5 Buffer pH 1,0 Buffer pH 4,5 Des.
- A Calculo final PROMEDIO
Producto / especie Num |Peso (gr)|Abs 520 nm |Abs 700 nm (Abs 520 nm |Abs 700 nm || 520 - 700 nm 520 -700 nm Std. A
11 5,02 0,102 0,021 0,129 0,028 0,081 0,101 0,020 3,353
Berenjena -1- 1-2 5,05 0,095 0,020 0,109 0,023 0,075 0,086 0,011 | 001 -1,855 -2,299
13 5,06 0,094 0,017 0,106 0,019 0,077 0,087 -0,010 -1,690
21 5,09 2,141 0,007 0,330 0,012 2,134 0,318 1,816 308,710
Repollo Colorado
22 5,06 1,505 0,007 0,227 0,011 1,498 0,216 1,282 | 0,40 216,649 292,237
x 2-3 5,07 2,432 0,013 0,357 0,013 2,419 0,344 2,075 351,353
31 5,02 0,184 0,008 0,181 0,005 0,086 0,086 0,000 0,000
Morron Rojo -3- 32 5,07 0,203 0,111 0,169 0,092 0,092 0,077 0,015 | 0,01 2,540 0,450
33 5,09 0,273 0,149 0,282 0,151 0,124 0,131 0,007 1,190
41 5,08 1,256 0,005 0,130 0,005 1,251 0,125 1,126 191,038
Arand: -4- 42 5,06 1,101 0,007 0,115 0,005 1,004 0,110 0,984 | 0,12 166,289 187,652
43 5,08 1,353 0,007 0,140 0,006 1,346 0,134 1212 205,629
51 5,01 0,154 0,003 0,035 0,003 0,151 0,032 0,119 19,911
Frutillas -5- 32 5,00 0,222 0,005 0,036 0,002 0,217 0,034 0,183 | 0,03 30,559 25,931
53 5,05 0,201 0,003 0,038 0,002 0,198 0,036 0,162 27,323
61 5,05 0,960 0,004 0,120 0,005 0,956 0,115 0,841 141,842
Cerezas -6- 62 5,10 0,983 0,005 0,132 0,006 0,978 0,126 0852 | 0,11 145,120 132,444
63 5,03 0,767 0,003 0,112 0,005 0,764 0,107 0,657 110,370

Tabla 8: Resultados experimentales obtenidos y célculos realizados de las muestras que simulan los residuos.

Respecto del desvio estandar calculado sobre A, puede ser un indicativo de la eficiencia de la
extraccion. Se not6 que, en caso del repollo colorado, la muestra dio una absorbancia menor que
las otras dos muestras. Al revisar los tubos donde se realiz6 la extraccion se pudo apreciar que
parte de la fase vegetal alin poseia un color distintivo de su contenido en antocianinas (Figura
62). La diferencia entre el contenido de antocianinas en el repollo colorado en estado fresco y
luego de 7 dias de almacenamiento (residuo simulado) podria atribuirse a la falta de estabilidad

de algunas antocianinas presentes en este vegetal que se degradaron en el transcurso del

tiempo.

Figura 62: Muestras de repollo con 7 dias, se observa que en la muestra 2-2 parte del material vegetal en el fondo del

tuvo aun conserva su color.
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Figura 63 a 68: De izquierda a derecha y de superiores a inferiores, muestra de berenjena, repollo colorado, morrén rojo,

arandano, frutilla y cerera, pasados 7 dias.

Con excepcion de los ardndanos y las cerezas, el resto de las muestras presentaba cierto grado
de deterioro. Ya sea crecimiento de microorganismos (hongos principalmente), clara
descomposicién de tejidos o exudacién de liquidos. A parte, todas las muestras presentaron
mucha menor resistencia al momento de homogenizarlas y moretearlas, demostrando

debilitamiento de las estructuras celulares.
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En la Tabla 9 se presentan los valores de antocianinas de las muestras frescas y luego de 7

dias sin refrigeracion a temperatura ambiente junto a conclusiones para cada muestra.

Resultados expresados como Eq. de Cianidin-3-glucosido (mg/ 1000 mL)

Muestras 0 | Muestras 7 | Diferencia

CONCLUSIONES INDIVIDUALES
Producto / especie dias dias [mg/ L)

La muestra de berenjena presenta una disminucion total del contenido de antocianinas en el periodo de
Berenjena-1- 134,819 -2,299 137,119 |tiempo elejido. La mtra envejecida presentaba mucha proliferacion de hongos, y durante su tratamiento
fue mas facil de homogenizr (la riguidez inicial de la muestra se perdio completamente)

La muestra de repollo colorado tuvo una perdida de antocianinas de aproximadamente del 10% respecto
del tiempo inicial. La muestra luego de una semana no presentaba hongos visibles, ni otras formas de
deterioro. La unica diferencia al momento de morterear respecto de la muestra fresca, fue la facilidad
para homogenizarla (mucha menos riguidez)

Repollo Colorado -2- 323,153 292,237 30,916

Las muestras de morron rojo no presentan antocianinas en base a los resultados de este estudio (tantoa
nivel del metodo de pH diferencial tanto como el espectro UV-Vis). Seguramente tengan otros
componentes colorantes, pueden ser carotencides o clorofilas (o familias de estos, buscaren
biblografia). Fueron las muestras que presentaron mayor nivel de degradacion junto con las frutillas.

Morron Rojo-3- -0,451 0,450 -0,901

Las muestras de arandanos fueron las segundas en mayor concentracion de antocianinas (solo por detrés
del repollo colorado), ademas no presentaron disminucion de su conetido en el periodo de los 7 dias;
por el contrario, estas ultimas dieron un resultado levemente superior. Esto puede deberse a: 1- la
extraccion en la segunda prueba fue mas eficiente que en la primera (es posible, con una mtra de repollo
se observo una clara falta de extraccion, foto). A esto se suma gue con las muestras envejecidas resulto
mas sensillo el homogenizar y morterarlas (debido a la menor riguidez que presentaban). 2- Otra
posibilidad es que las muestras de arandanos no estuviesen completamente maduras, y en el periodo
del ensayo su contenido de antocianinas se haya elevado un poco.

Arandanos -4- 168,475 187,652 -19,176

Las muestras de frutillas fueron afectadas significativamente por hongos y descompoasicion de sus
Frutillas -5- 72,576 25,931 46,645  [tejidos. En cuanto a su contenido de antocianinas luego de los 7 dias se redujo en mas del 50% (calcular
el % exacto de disminucion en cada mtra).

Las muestras de cerezas, al igual que las de arandano, presentaron un incremento en los niveles de
antocianinas. Para estas muestras fue significativo (de mas del triple). Una posible explicacion puede ser
el estado de maduracion de las mismas. Junto a los arandano y el repollo las cerezas no presentaron
mucha alteraciones visibles (presencia de ongos, olor ni cambios significativos en el color). Es posible
gue el nivel de antocianinas presentes en el alimento afecte tambien su vida util como alimento
(ventana de tiempo en la cual las muestras pueden ser aptas para consumo humana).

Cerezas -6- 43,333 132,444 -89,111

Tabla 9: Comparacién entre ambos andlisis de las muestras y conclusiones preliminares para cada una.

En la Tabla 10 se presentan los resultados de antocianinas expresados como equivalentes de

cianidin-3-glucosido cada 100 gramos de muestra fresca o envejecida, segln corresponda.
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Antocianinas como Eq. de Cianidin-3-glucosido (mg/ 100g Muestra)
Tiempo 0 dias Tiempo 7 dias Diferencia
T0-T7
135,800 -3,353
Berenjena -1- 118,465 134,819 -1,855 -2,299 137,119
150,193 -1,690
314,634 308,710
Repollo Colorado -2- 310,933 323,153 216,649 292,237 | 30,916
343,893 351,353
-0,505 0,000
Morron Rojo -3- -0,506 0,451 2,540 0,450 | -0,901
-0,342 -1,190
129,778 191,038
Arandanos -4- 198,118 168,475 166,289 187,652 | -19,176
177,530 205,629
63,283 19,911
Frutillas -5- 75,980 72,576 30,559 25,931 46,645
78,463 27,323
55,928 141,842
Cerezas -6- 42,669 43,333 145,120 132,444 | -89,111
31,402 110,370

Tabla 10: Resultados y comparaciéon expresados como mg. Antocianinas cada 100 g. muestra.

Se pudo determinar que las muestras con mayor contenido de antocianinas en el caso de las
verduras fueron el repollo colorado (323 mg/100g) seguido de la berenjena (135 mg/100g).
Pichardo Pérez, 2019 ajusto el extracto de repollo colorado a tres pHs diferentes, asi obtuvo tres
pigmentos de color rosa, violeta y azul y sus correspondientes valores de antocianinas fueron
314; 715y 216 mg/100g, respectivamente

Arrazola et al., 2014b, obtuvieron una concentraciéon de antocianinas de 115 mg/100 g en la
cascara de berenjena, empleando como solvente (Etanol). Este valor es muy similar al obtenido
en este trabajo, como puede apreciarse en la Tabla 10, a pesar de que usaron un disolvente
diferente. El repollo colorado fue la muestra que mas se conservo a lo largo del tiempo, presenté
la mejor resistencia a la formacién de hongos. En el caso de la berenjena, transcurrido el periodo
de 7 dias, las antocianinas se degradaron completamente, esto puede atribuirse a la matriz
alimenticia formada por otros componentes que acompafan a las antocianinas y que pueden no
proteger a las mimas de factores como la luz, el oxigeno etc. Las antocianinas tienen baja
estabilidad a los cambios de pH, temperatura, luz, el oxigeno, entre otros factores, los cuales se
convierten en la principal limitacion de estos pigmentos para ser aplicados como sustitutos
potenciales de los colorantes artificiales. Por ello, la necesidad de la encapsulacion de las
antocianinas para evitar su degradacion. Del pimiento morrén se puede concluir que la cantidad

de antocianinas es despreciable y seria inviable el tratar de obtenerlos a partir de este vegetal.
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La coloracién roja de los pimientos morrones se debe a otros pigmentos distintos a las

antocianinas, como son los carotenoides.

En el caso de las frutas, los arandanos son los que poseen un mayor contenido de antocianinas.
Las frutillas y las cerezas poseen valores bastantes similares inicialmente, a tiempos inicial,
aunque las cerezas tienen menor contenido. Las cerezas presentaron mayor concentracion de
antocianinas luego de los siete dias, y pocos signos de descomposicion. Este fendmeno puede
atribuirse a la falta de maduracion de las muestras a tiempo inicial, y que haya incrementado su
contenido en antocianinas a medida que se logra un mayor nivel de maduracién del fruto en el
tiempo. El valor se triplicé al final de dicho periodo de tiempo. En los ardndanos también se
registr6 un incremento de las antocianinas en los residuos simulados, pero en este caso el

aumento fue de solo un 10 % respecto de su valor en estado inicial.

Resultados del ensayo: Identificacion de antocianinas por HPLC

En el caso del ensayo para identificacion de las antocianinas presentes en las muestras,
mediante HPLC, se terminé optando por correr las muestras con un tnico método. EI mismo fue
el usado por Cesa, S., et. Al., (2017). Los motivos que llevaron a inclinarse por este fueron los
siguientes:

e Eluso del equipo en cuestion era muy limitado, y no era posible el realizar pruebas con
todos los sistemas para determinar cual era el mejor. Tampoco se podia optimizar
demasiado el mismo o realizar un gran niumero de pruebas.

e Los materiales y reactivos necesarios se encontraban con mayor facilidad.

e La fase mavil A (acido férmico 5%) era la misma en tres de los cuatro métodos
disponibles. Por lo que no deberia haber incompatibilidades. Inclusive, el cuatro método
que utilizaba acido tricloroacético, lo hacia en una concentracion bastante baja, por lo
gue lo méas probable es que el uso de este solo fuera para aportar el pH necesario.

e La columna solicitada era la mas similar en caracteristicas a las disponibles. En todos
los casos el material era el mismo (cadenas de octadecil silanos o C18), por lo que las
interacciones seran similares. Los tiempos de retencién variaran por otros parametros
de la columna usada (como su longitud, didmetro interno y tamafio de particula) y el
gradiente utilizado.

e El gradiente dentro de la corrida era el mas constante entre todos los métodos, siendo
también el mas gradual. Para los métodos de la berenjena (Sadilova, E., et. Al., 2006)
y repollos colorados (Arapitsas, P., et. Al., 2008), los gradientes usados en ambos son
muy especificos. Por lo que se asume que los métodos fueron optimizados para dichas
muestras. No se tendria certeza de como serian los resultados con otras matrices. Este
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ultimo (berenjena) por las caracteristicas de la columna y el flujo de trabajo, pareceria
indicar que se trata mas de un sistema de UPLC o en su defecto de UHPLC (equipos
gue trabajan a mayores presiones, con flujos mas bajos y columnas con medidas
especificas).

e También se tuvo en consideracion que las muestras de arandanos fueron de las que
presentaron mejores rendimientos en la extraccion y en la prueba de estabilidad. Si
bien el repollo colorado tuvo mejores resultados, los requerimientos del método

cromatografico de dicha muestra requerian de insumos no disponibles.

Siendo que el propésito de este ensayo era el aportar una idea de que compuestos eran los
mayoritarios en cada muestra, pero sin poder demostrarlo fehacientemente. Ya que para poder
determinar que las sefales obtenidas son las mismas que los compuestos a los que se le
atribuyen, se deberia optar por una comparaciéon contra sustancias de referencia de los mismos
compuestos. En su defecto, se podria emplear un sistema de deteccién con capacidad para
discriminar entre las sefiales, como es el caso de los equipos masa (MS, o detector de masa por
sus siglas en ingles). Estos al generar la particién de los compuestos, producen particulas que
poseen una relacibn masa/carga especifica. A su vez estas particulas obtenidas de cada sefal
pueden ser comparadas contra una biblioteca digital para determinar si provienen efectivamente
del compuesto en cuestién. De esta forma se podria asegurar con mayor certeza que las sefiales

observadas corresponden a los compuestos mencionados/ sospechados.

Los compuestos detectados en cada muestra se corresponden a los informados en sus
respectivos métodos. Se asignan de forma tentativa, teniendo en consideracion el tamafio de los
mismos Yy los tiempos de retencion relativos. Para los compuestos con menor concentracién o

menos sefial, el error es mayor, por lo que solo se nombrara los compuestos mayoritarios.
Muestra 1 - Extracto de piel de Berenjena.

Tomando los resultados que se obtuvieron en el estudio llevado a cabo por Sadilova, et. Al
(2006) (Figura 70 y Tabla 11) se determina que los compuestos correspondientes a las sefiales

obtenidas en el cromatograma (Figura 69) son:

1. TR=11,276: Del-3-Rut-5-Glu.
2. TR= 17,205: Del-3-Rut-Glu o Del-3-Glu (no se puede definir con la informacion

disponible).
3. TR=22,480: Del-3-Rut.
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Figura 69: Cromatograma obtenido de la muestra de berenjena, ver en Anexo 2.
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Figura 70: Cromatograma HPLC-DAD de extracto de la cascara de berenjena monitorizado a 520 nm. Fuente: Sadilova,

et.

Al (2006).
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Table I. HPLC-DAD-MS data and contents of anthocyanins from eggplant (EP) and violet pepper (VP) peel extracts
(x = present).
Anthocyanin® R, Avismax Azt / m/z MS?  MS* EP VP EP VP
Avismax m/z m/fz [mg/kg] + SDY
[min]  [nm] (%)  [M]* [M]" [M]
1 Del-3-rut-5-glc 208 526 - 773 611, 465, X x 365+08 15x01
465, 303
303
2¢  Del-3-rut-glc 233 522 - 773 627, 303 X 19.1 £ 0.1
465,
303
3 - 243 526 - -c -c -c X -
4 Del-3-glc 24.9 527 - 465 303 303 X x 165+1.0 22+00
5 Del-3-rut 258 525 - 611 465, 303 X x 3780+99 29x02
303
6 Del-3-rham 30.0 526 - 449 303 192 X 24 +£05
7 Del-3-caffeoylrut 385 529 51 935 773, 611, X 78 +£04
-5-gle 465, 465,
303 303
8 Del-3-cis- 432 532 52 919 757, 611, X 147 £ 0.8
coumaroylrut-5- 465, 465,
gle 303 303
9 Del-3-trans- 45.8 530 80 919 757, 611, X 2862 + 1.7
coumaroylrut-5- 465, 465,
gle 303 303
10¢  Del-3-feruloylrut-  47.1 530 135 949 787, 465, X 38 £0.1
5-hex 465, 303
303
11 - 48.0 525 - —c -c -c X -
12¢  Del-3-coumaroyl- 483 529 106 611 465, 303 X -
hex 303
134 Pet-3-coumaroyl- 51.9 - —c 625 479, 317 X —c
hex 317
@ Del, delphinidin: Pet, petunidin; gle, glucoside; hex, hexoside: rham, rhamnoside: rut, rutinoside.
b Mean anthocyanin content + standard deviation (n = 2).
¢ Not detected.
4 Tentatively assigned.
¢ Not identified.

Tabla 11: Identificacion de antocianinas en el estudio “Anthocyanins, Colour and Antioxidant Properties of Eggplant
(Solanum melongena L.) and Violet Pepper (Capsicum annuum L.) Peel Extracts.”. Fuente. Sadilova, et. Al.,
(2006).

Muestra 2, Extracto de Repollo Colorado.

Para la identificacién de los picos de esta muestra se utilizé como referencia los resultados
obtenidos por Arapitsas, P., et. Al, (2008) (Figura 72 y Tabla 12). Aunque en este caso, debido
a las condiciones de corrida utilizadas, es muy probable que solo se registraran los primeros
compuestos. Es decir, que la corrida no haya tenido las condiciones necesarias para permitir la
elucién de todos los compuestos dentro del tiempo definido. Esto se debe a que en el método de
referencia si bien utilizan un flujo menor (0,2 ml/ minuto), la longitud de la columna es
significativamente menor (100 mm vs 250 mm). Sumado a que el gradiente llega a un mayor
porcentaje de AcN lo que le confiere méas poder de elucion a la fase movil. Pese a todo, se puede
asumir que los compuestos detectados (Figura 71) en la corrida corresponden a los siguientes

compuestos, todos obtenidos antes de los 15 minutos en el estudio de referencia:

1. TR=14453: Cyd-3-Soph-5-Glu.

2. TR= 20,755: No identificable (no hay pico similar en la referencia, es posible que este
solapado con el primero).

3. TR=33,859: Cyd-3,5-diGlu.
TR= 39,776: Cyd-3(p-OH-Ben) Soph-5-(0Oxa) Glu.
TR=47,924: Cyd-3(Sin) Triglu-5-Glu.
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Figuera 71: Cromatograma obtenido del extracto de la muestra de repollo colorado (2), ver en Anexo 2.
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Fig. 2. HPLC/DAD chromatogram of a red cabbage extract recorded at 520 nm.

Figura 72: Cromatograma de referencia de muestra de repollo colorado. Fuente: Arapitsas, P., et. Al, (2008).
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Peak  fr (min) A Facyt EasalBis (%) Eac/Eui (%) EasolEvis Eaeyf/Evis M mlz  Fragment ions miz Tentative identification
indicating indicating
1 8.87 514 17 Bioside 773 611, 449, 287 Cyan-3-soph-3-glu
2 10.86 514 17 Bioside 611 449, 287 Cyan-3,5-diglu
3 11.49 530 272 17 55 Bioside Monoacylated 965 803, 449, 287 Cyan-3(p-OH-ben)soph-5-{ox)gluc
4 12.14 514 17 Bioside 743 611,419, 287 Cyan-3-soph-3-xyloside
5 12.55 528 204 19 60 Bioside Monoacylated 1141 979,817, 449, 287, 207 Cyan-3(sin)triglu-3-glu
6 13.59 528 330 19 98 Bioside Diacylated 1081 919, 754, 449, 287, 163, 147 Cyan-3(caf)(p-coum)soph-3-glu
™ 15.28 528 334 16 6l Bioside Diacylated 1111 949, 787, 449, 287, 177, 163 Cyan-3(caf)(fer)soph-5-glu
8 15.61 522 336 16 103 Bioside Diacylated 1141 979, 817, 449, 287, 207, 163 Cyan-3(caf)(sin)soph-5-glu
9* 15.85 522 286 19 57 Bioside Monoacylated 1081 919, 757, 449, 287, 147 Cyan-3(p-coum)triglu-5-glu
107 16.64 524 286 16 59 Bioside Monoacylated 1019 919, 449, 287, 147 Cyan-3(p-coum)soph-5-(suc)ghu
11 17.08 536 296 19 106 Bioside Diacylated 1287 1125, 979, 449, 287, 207, Cyan-3(sin)(p-coumjtriglu-5-glu
147
12 17.66 538 326 20 92 Bioside Diacylated 1317 1135, 979, 449, 287, 207, Cyan-3(sin)(fer)triglu-3-glu
177
13 18.02 536 326 16 92 Bioside Diacylated 1347 1185, 979, 449, 287, 207 Cyan-3(sin)(sin)soph-5-ghu
14 21.06 522 288 16 56 Bioside Monoacylated 919 757, 449, 287, 147 Cyan-3(p-coum)glu-5-glu
15 21.99 525 294 19 63 Bioside Monoacylated 949 787, 449, 287, 177 Cyan-3(fer)soph-5-glu
16 23.12 522 300 17 61 Bioside Monoacylated 979 817, 449, 287, 207 Cyan-3(sin)soph-5-glu
17 25.89 526 294 21 99 Bioside Diacylated 1287 1125, 449, 287, 207, 147 Cyan-3(glucop-sin)(p-coum)soph-
S-glu
18" 26.34 526 326 20 98 Bioside Diacylated 1317 1155, 449, 287, 177, 207 Cyan-3(glucop-sin)(fer)soph-3-glu
19 27.50 526 324 21 101 Bioside Diacylated 1125 979, 449, 287, 207, 147 Cyan-3(sin}(p-coum)soph-5-glu
207 28.55 536 34 18 102 Bioside Diacylated 1347 1185, 1023, 979, 449, 287, Cyan-3(glucop-sin)(sin)jsoph-5-ghu
207
21 29.11 530 34 16 100 Bioside Diacylated 1155 993, 949, 287, 207, 177 Cyan-3(sin)(fer)soph-3-glu
22 30.20 536 324 23 103 Bioside Diacylated 1185 1023, 979, 287, 207 Cyan-3(sin)(sin)soph-5-glu
253 32.07 524 327 19 126 Bioside Diacylated 1155 949, 449, 207, 177 Cyan-3(fer)soph-5-(sin)glu
24 33.13 538 330 18 110 Bioside Diacylated 1185 979, 449, 287, 207 Cyan-3(sin)soph-5-(sin)glu

Abbreviations: cyan: cyanidin, glu: glucoside, trighu: triglucoside, soph: sophoroside, caf: caffeoyl, fer: feruloyl, coum: coumaroyl, sin: sinapoyl, glucop: glucopyranosyl, ben: benzenoyl, ox: oxaloyl and
suc: succinoyl.

* Anthocyanins identified in red cabbage for first time. The absorption maxima A is due to the presence of the anthocyanidin chromophore while i,y is due to the chromophore of the acylating
aromatic group, and E,;; and E,, are the absorptivities at the corresponding maxima while £y, is the absorptivity at 440 nm. Peak numbering refers to the peaks of Fig. 2.

Tabla 12: Antocianinas identificadas en el repollo colorado, referencia. Fuente: Arapitsas, P., et. Al, (2008).

Muestra 3, Extracto de Arandanos.

Para esta muestra, el método de referencia (Cesa, S., et. Al., 2017) y el usado son el mismo
practicamente (solo se extendié un poco el tiempo de corrida con el gradiente final y se coloco
temperatura ambiente a la columna). Las diferencias que se pueden observar en ambos
cromatogramas (Figura 55 y 56, pagina 70) se deben a la columna utilizada. Lo que se destaca

es la mejor resolucion obtenida que en el original, especialmente con los picos 2 y 3 de este.

1. TR=21,966: Del-3-O-Gal.
2. TR=24,439: Cyd-3-O-Gal.
3. TR= 25,752: No identificable (no hay pico similar en la referencia, es posible que este

—_— =

solapado con el primero).
TR= 27,152: Del-3-O-Ara
TR= 30,139: Pet-3-O-Gal.
TR= 33,257: Pet-3-O-Ara (con posible superposicion del Cyd-3-O-Ara).
TR= 35,765: Mal-3-O-Glu.
TR=39,292: Mal-3-O-Ara.

© N o 0 &

Muestra 4, Extracto de Frutillas.

En este caso, se puede identificar tres activos mayoritarios y bien caracteristicos (Figuras 74
y Tabla 13). Ademas, el estudio de referencia (Da Silva, F. L., et. Al., 2007) fue realizado sobre
distintas variedades de frutillas. En todas estas los tres compuestos son claramente visibles e
identificables. Comparando con los resultados obtenidos (Figura 73), se puede identificar
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facilmente a estas tres antocianinas, con el correspondiente cambio en los tiempos de retencion
debido a las diferencias en los pardmetros cromatogréficos.

1. TR=24,478: Cyd-3 -Glu.
2. TR=29,115: Peg-3 -Glu.
3. TR=31,768: Peg-3-Rut.

. 3 o v con.
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Figuera 73: Cromatograma obtenido del extracto de la muestra de Frutillas (4), ver en Anexo 2.
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Fig. 2. Chromatograms (zoom) recorded at 520 am showing the anthocyanin profiles of the strawberry samples. (a) ev. Tudgmew; (b) ov. Cartsma, (¢) cv.
Camarosa, (d) ev. Eris, () cv. Oso Grande. Full chromatogram is shown in the small windew. See Table | for peak identification.

Figura 74: Cromatogramas de muestras de frutillas, 5 variedades. En todas se destacan las sefiales 5, 10 y 12.

Correspondientes a los compuestos antes mencionados. Fuente: Da Silva, F. L., et. Al., (2007).
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Table 1
Retention time (Rt), wavelengths of maximum absorption in the visible region (4max), mass spectral data, tentative identification of anthocyanin pigments
and strawberry varieties in which they were detected

Peak Rt (min) Ay Molecular ion Ms? (m[z) Tentative identification® Strawberry variely"‘
(nm) [M7] (m/z)
1 12.3 515 721 559, 407, 313, 271  Catechin«(4 —8)-Pg 3-glucoside Ca, Cr, Er, Os, Tu
2 14.0 517 721 559, 407, 313, 271 Epicatechin-(4 —8)-Pg 3-glucoside Ca, Cr, Er, Os, Tu
3 17.7 515 705 543, 407, 313, 271 (Epi)afzelechin-(4 — 8)-Pg 3-glucoside Ca, Cr, Er, Os, Tu
4 19.3 518 851 543, 407, 313, 271 (Epi)afzelechin-(4 — 8)-Pg 3-rutinoside Ca, Cr, Tu
5 20.3 515 449 287 Cy 3-glucoside Ca, Cr, Er, Os, Tu
6 21.5 500 433 271 Pg-3-galactoside Ca, Tu
7 21.5 500 595 433, 271 Pg 3.5-diglucoside Ca, Cr. Er, Os
8 21.8 515 595 449 287 Cy 3-rutinoside Ca, Cr, Er, Os
9 23.0 524 697 535, 449, 287 Cy 3-malonylglucosyl-3-glucoside Ca
10 238 502 433 271 Pg 3-glucoside Ca, Cr, Er, Os, Tu
11 24.8 492 501 339 S-carboxypyranopelargomdin-3-glucoside Cr, Os, Tu
12 25.5 503 579 433, 271 Pg 3-rutinoside Ca, Cr, Er, Os, Tu
13 29.3 503 549 271 Pg 3-malylglucoside Cr
14 31.6 504 422 331 Unknown Ca, Er, Tu
15 32.6 503 607 271 Pg-dissacharide (hexose +pentose) acylated Ca, Cr, Er
with acetic acid
16 329 503 607 271 Pg-dissacharide (hexose + pentose) acylated Ca
with acetic acid
17 333 503 403 271 Pg 3-arabinoside Cr, Tu
18 335 n.a. 535 287 Cy 3-malonylglucoside Ca
19 355 504 519 271 Pg 3-malonylglucoside Ca, Cr, Er, Os, Tu
20 384 n.a. 563 271 Pg dirhamnoside? Ca, Cr
21 39.9 504 475 271 Pg 3-acetylglucoside Ca, Cr, Er, Os, Tu
22 40.6 504 533 271 Pg 3-succinylglucoside? Pg 3- 0Os, Tu
methylmalonylglucoside?
23 453 508 503 271 Pg 3-succinylarabinoside? Ca, Cr, Os, Tu

Pg malonylrthamnoside?
(Pg 3-methylmalonylarabinoside?)
24 46.2 n.a. 549 287 Cy 3-succinylglucoside? Ca, Tu
Cy malylrhamnoside?
(Cy 3-methylmalonylglucoside?)
25 47.1 n.a. 517 271 Pg 3-diacetylglucoside? Ca, Cr. Tu
(Pg succinylrhamnoside?)
(Pg 3-methylmalonylrhamnoside?)

“Pg, pelargonidin; Cy, cyanidin; n.a., not available.
hCu. Camarosa; Cr, Carisma; Er, Eris; Os, Oso Grande; Tu, Tudnew.

Tabla 13: Lista tentativa de las antocianinas identificadas en las distintas muestras en el estudio de referencia para las
frutillas. Fuente: Da Silva, F. L., et. Al., (2007).

Resultados del ensayo: Identificacion por TLC-IR

Los resultados obtenidos en los ensayos TLC-IR no son tan claros como los de la identificacion
por HPLC. La resolucién ofrecida por la técnica TLC es significativamente menor, y los
parametros que se pueden modificar para mejorar dicha resolucion son més acotados. Aun asi,
en casi todas las muestras se pudieron observar mas de una sefial (salvo en la de berenjena)
aunque fuesen muy tenues 0 no presentaran una resolucion adecuada para leerlas
individualmente (como fue el caso de la frutilla).

En cuanto a los espectros IR, algo a destacar es el ruido en la linea de base (blanco). Esto se
le puede atribuir tanto a la silica misma junto a restos de agua de la fase mdvil. Ambos
compuestos dan sefiales (ver Figuras 75y 76) que pueden solaparse con las emitidas por las
muestras. En el caso del agua, si bien se secaron las placas mediante corriente de aire (por
aproximadamente 10 minutos) no se puede garantizar de que todo el solvente haya sido

removido. Se busco minimizar la variacion que estos compuestos podian tener en las lecturas
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realizando un “background” o blanco. Por lo que todas las mediciones posteriores tendrian en
cuenta esto. Pero es imposible predecir si la distribucion del solvente fue uniforme en todas las
partes de la placa (en especial en las zonas donde quedaron retenidas las antocianinas de las

muestras).
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Figura 75: Espectro IR (tramitancia) del agua. Se pueden observar sefiales en los 3500 a 3250 cm™*, como también en
los 1640 cml, 2150 cm? y 700 cm™, Fuente: M. Chaplin (2019), en
https://demonstrations.wolfram.com/InfraredActiveVibrationalModesInWater/
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FTIR spectra of silica gel at varicus stages of the reaction: pure Si gel (black); after treatment with triflic anhydride
(blue); DIBAL-H reduced (pink); and after treatment with 1-octadecene (red).

Figura 76: Espectro IR de la silica gel (negro), presenta picos en los 3439 cm?, 2343 cm?, 1626 cm™, 1480 cm?, 1102
cm?, 969 cm?, 798 cm™ y 466 cm™. Las sefiales principales se deben a estiramientos de los grupos Si-OH junto a la
presencia de agua (3439 cm™) y estiramiento de Si-O-Si (1102 cm™*). Fuente: Darmakkolla, S. R., et al. (2016).
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CONCLUSIONES
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Los pigmentos naturales que imparten colores a las plantas como las antocianinas, tipo de
flavonoide natural, pueden emplearse como reemplazo competitivo de los colorantes sintéticos
en alimentos, asi como también pueden utilizarse como antioxidantes en productos alimenticios,
farmacéuticos, y cosméticos. Asimismo, actualmente reemplazan los pigmentos sintéticos como
los complejos metalicos de rutenio y zirconio en celdas solares, resultando asi celdas mas

ecolégicas.

Dadas las numerosas aplicaciones de las antocianinas, en este trabajo se pretendié analizar
su posible aprovechamiento a partir de residuos alimenticios de frutihorticolas, y se pudo
establecer que, en el caso del repollo colorado, las berenjenas, los ardndanos, las frutillas y las
cerezas es factible. Sin embargo, es necesario proteger las antocianinas de su degradacién por
factores ambientales como la luz, la temperatura, el oxigeno, etc. y de esta manera, disminuir
sus pérdidas en el tiempo. Ademas, en algunos casos, como en las antocianinas provenientes
de las berenjenas sera necesario estabilizarlas por microencapsulacién o con uniones a otros
compuestos como pueden ser acidos o iones metalicos. En el caso del pimiento morrén, se
demostrd que no posee antocianinas que le otorgan su coloracion tipica, si bien posee quercetina
en baja concentracién como principal flavonoide. Su coloracién se debe principalmente a su

contenido en carotenoides.

Por el método de pH diferencial se pudo establecer la cantidad de antocianinas totales
monomeéricas en las muestras frescas y en las muestras que se almacenaron a temperatura
ambiente durante 7 dias, que simularon los residuos vegetales. El repollo colorado y los
ardndanos fueron las muestras frescas con mayor contenido de antocianinas: 323, 15y 168,48
mg/100g, respectivamente. En las muestras que simularon residuos se pudo apreciar una
disminucién del 10 % en repollo colorado y un aumento del 11 % en los ardndanos, luego de
transcurridos 7 dias de almacenamiento a temperatura ambiente. La disminucion observada en
el repollo podria deberse a la posible degradacion de algunas antocianinas en su composicion,
si bien en este vegetal la mayoria de las antocianinas presentan acilacion, que les otorga una
mejora en su estabilidad. El incremento en los arandanos podria atribuirse a una superior
maduracién de los ardndanos luego de los 7 dias de almacenamiento que produce un aumento

en el contenido de antocianinas.

De los andlisis por HPLC se pudieron identificar en las diferentes muestras analizadas, las

principales antocianinas que se hallan en su composicion:

En la muestra de berenjena, las antocianinas encontradas fueron: Del-3-Rut-5-Glu, Del-3-Glu,
Del-3-Rut.

En la muestra de repollo colorado, Cyd-3-Soph-5-Glu, Cyd-3,5-diGlu, Cyd-3(p-OH-Ben) Soph-

5-(Oxa) Glu, Cyd-3(Sin) Triglu-5-Glu.
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En la muestra de ardndanos, se hallaron una amplia variedad de antocianinas. Ellas fueron:

Del-3-O-Gal., Cyd-3-0O-Gal., Del-3-O-Ara., Pet-3-O-Gal., Pet-3-O-Ara., Cyd-3-O-Ara., Mal-3-O-
Glu., Mal-3-O-Ara.

En la muestra de frutilla, se encontraron principalmente; Cyd-3 -Glu., Peg-3 -Glu., Peg-3-Rut.

Por consiguiente, podemos afirmar que, de todas las muestras, los ardndanos son los que

poseen una mas compleja variedad de antocianinas.

En todos los espectros del infrarrojo cercano, IR, se pudieron observar bandas de absorcion
caracteristicas de C=0 entre 1680 y 1620, aromaticos entre 1600 y 1500 y la de -OH a 3500-
3200, que indican la presencia de estos grupos funcionales propios de una estructura

correspondiente a las antocianinas.

De los resultados obtenidos se pudo apreciar variaciones en el contenido de las antocianinas
durante el almacenamiento. En las muestras de berenjenas se produjo una importante pérdida y
en las frutillas también, aunque en estas fue més leve. Es por ello que es necesario continuar
investigando en cuanto a la estabilizacion de las antocianinas en matrices especificas. Una
alternativa para mejorar su estabilidad es acomplejarlas con algunos iones metélicos como se
encuentran naturalmente en algunos vegetales o a través de la microencapsulacién. Esta Ultima
tecnologia se emplea ampliamente en la industria alimenticia para la fabricacion de yogures,

bebidas, dulces y productos de confiteria enriquecidos con antioxidantes.

Las antocianinas presentan diferente color segun el pH del medio en que se encuentran. Este
fendbmeno es importante si se emplearan como colorantes. Debido a la deficiencia electronica
(carga positiva) del nicleo flavilio, estos pigmentos funcionan como verdaderos indicadores de
pH; es decir, su color también depende de las condiciones de acidez o alcalinidad del sistema
en que se encuentran. A pH acidos adquieren una estructura estable de cation flavilio rojo;
cuando se incrementa el pH, la distribuciéon electrénica se modifica hasta llegar a la forma

quinoidal azul; la hidratacién del flavilio produce la base carbinol incolora.

Como se mencion6 precedentemente, el aprovechamiento de las antocianinas a partir de
residuos alimenticios de frutihorticolas es posible. Sin embargo, se requiere un analisis de la
viabilidad econdmica del proyecto de recuperacion de antocianinas de residuos vegetales, dado
el consumo de recursos tanto de reactivos, como de energia sumados a la inversion inicial que
un proyecto de estas caracteristicas requiere. Las politicas y tendencias a nivel mundial parecen
favorecer este tipo de iniciativas, dado que los colorantes artificiales estdn cayendo en desuso
por sus efectos adversos en la salud y en el medio ambiente. Ademas, la intencion de agregarle
valor econémico a lo que de otro modo seria un residuo es compatible con la idea de una
economia circular que comienza a ser tendencia mundial. Para evitar el deterioro del producto
por microorganismos, se puede recurrir a la técnica de liofilizacion para mantener los extractos
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en forma sélida y de esta forma aumentar su vida Util. Entre las muestras analizadas, las mas
viables serian el repollo colorado, debido a su elevada concentracion de antocianinas y su
resistencia al deterioro por microorganismos, seguido de los ardndanos, que también posee un
alto contenido del pigmento. Restaria estimar el tiempo para recuperar las antocianinas de ambos
productos antes de que su concentracion disminuya demasiado por degradacion en el residuo.
Las antocianinas del repollo colorado poseen gran interés en su uso como aditivo indicador de
color en envases inteligentes por su amplia gama de cambios de color con el rango de
variaciones de pH. Estas modificaciones de color en envases inteligentes, nos puede indicar que
el alimento no se considera apto para su consumo por algunas transformaciones indeseables
ocurridas en él que producen una variacion en el pH.

En cuanto a los diferentes métodos de extraccion que se ensayan para mejorar la recuperacion
de las antocianinas de los residuos, su propoésito es usar la menor cantidad de solventes posibles

o eliminarlos totalmente, de manera tal de aplicar una tecnologia acorde al desarrollo sustentable.

Las técnicas més empleadas como extraccion asistida de las antocianinas son: las microondas,
los campos eléctricos pulsados, los fluidos supercriticos y el ultrasonido. La extraccion asistida
por ultrasonidos es mas eficiente que las extracciones tradicionales con solventes y mas
econdmica que la extraccion asistida por microondas y por fluidos supercriticos. Por lo tanto, el

ultrasonido se considera que presenta posible viabilidad para su aplicacién a nivel industrial.

La implementacion de sistemas de producciéon de alimentos sostenibles es esencial para
garantizar las necesidades futuras de alimentos seguros, saludables y nutritivos para la creciente
poblacién. De esta forma, el uso eficiente de los recursos naturales, el desperdicio practicamente
nulo o reducido de alimentos y la adopcién de sistemas de produccién de alimentos con elevada
eficiencia y bajo consumo de energia son partes esenciales para el logro de una produccion
sostenible de alimentos.
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Espectros UV-Vis de las muestras en medios 1,0 y 4,5. Iniciando con el medio pH 1,0: berenjena
(77), repollo colorado (78), morron rojo (79), arandano (80), frutilla (81) y cereza (82). Luego en
medio pH 4,5: berenjena (83), repollo colorado (84), morrdn rojo (85), arandano (86), frutilla (87)
y cereza (88). Ultimas dos corresponden a la superposicion de todas las lecturas, primero en
medio pH 1,0 (89) y en medio pH 4,5 (90).
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Anexo 2
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Cromatogramas obtenidos por HPLC-DAD de las muestras: Berenjena (Mtra 1), Repollo Colorado
(Mtra 2), Arandanos (Mtra 3) y Frutillas (Mtra 4).

Data File C:\USERS\P.,.NTS\CHEMSTATION\3\DATA\200423\200423 2023-04-20 23-18-37\091-0101.D
Sample Name: Blanco

Acg. Cperator . SYSTEM Seqg. Line : 1
Sample Cperator : SYSTEM

Acq., Instrument : D-55 DAD TosatrIon 9T
Injection Date : 20/4/2023 23:19:37 Inj : 1
Inj Volume : 20.000 pl
Acq. Method : C:\Users\Public\Documents\ChemStation\3\Data\200423\200423 2023-04-20 23-

18-37\200423.M

Last changed : 20/4/2023 23:17:26 by SYSTEM

Analysis Method : C:\Users\Public\Documents\ChemStation\3\Data\200423\200423 2023-04-20 23-
18-37\200423.M (Sequence Method)

Last changed : 21/4/2023 16:59:04 by SYSTEM
(modified after loading)

DADT A, Sig=520,4 Rel=550,100 (C \USERSY  MSTATIONIDATAZOZTE00423 20250420 2318 537081.0101.0)
mAU |
15-
g
05
o4+— - = -
| 1
I
05 ]
1 v v ' ' ! ! I ! ! i : ! : : T v
0 10 20 £ 40
Area Percent Report
Sorted By H Signal
Multiplier H 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Pilution Factor with ISTDs

No peaks found

D-55 DAD 21/4/2023 17:23:43 SYSTEM Page lof1l
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Data File C:\USERS\P...NTS\CHEMSTATION\3\DATA\200423\200423 2023-04-20 23-18-37\092-0201.D
Sample Name: Identificacion: Mtra 1

—CG.-Operator :-SYSTEM Seq.-Line-: 2

Sample Cperator : SYSTEM
T Acq. Instrument : D-55 DAD" ——— — Locatign ¢ 92 — —
Injection Date : 21/4/2023 00:20:43 Inj : 1
Inj Volume : 20.000 pl
Acg. Method : C:\Usera\Public\Documents\ChemStation\3\Data\200423\200423 2023-04-20 23~

18-37\200423.M

Last changed : 20/4/2023 23:17:26 by SYSTEM

Analysis Method : C:\Users\Public\Documents\ChemStation\3\Data\200423\200423 2023-04-20 23-
18-37%200423.M (Sequence Method]

Last changed : 217472023 17:40:42 by SYSTEM
(modified after loading)

Additional Info : Peak(s) manually integrated

DADT A, Sig=520.4 Ref=550,100 (C.WUSERSE. MSTATIONGDATAZO0M23200423 2023-04-20 23-18-3N082-0201 D)
mAU §
] &
05-
04-
03- 2
~
“

02-
&
% | |
0.1 [ :7? [ ‘ A

N {

| ' J / \ 3 PP, " B I e " PRI
il i P u-" N gt - haaho,
Al Ry Vi
[ B et \l
.14
b —— T v v v T T T
10 20 30 40 L —
Area Percent Report
Sorted By g Signal
Multiplier 3 1.0000
Dilution 3 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=520,4 Ref=550,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
§ [min] [min] [mAU*s] [mAU) $
e o Je===i} === ) e e (B I
1 11.276 MM 0,9893 3.16395 5.3300%e-2 11.4989
2 17.205 VB 0.4691 7.67719 1.95090e-1 27.9015
3 22,480 BV R 10,4137 16.6741B 5.01794e-1 60.5996

Totals : 27.51532 7.50184e~1

D-55 DAD 21/4/2023 17:41:57 SYSTEM Page 1 of 2
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Sample Name: Identificacion: Mtra 2

o hcg.-Cparal

;. SYysTEM  Seg. line.: > W— ——
Sample Operator : SYSTEM
Rcqg, Instrument : D-55 DAD “LoEation T 93
Injection Date : 21/4/2023 01:21:48 Inj : 1
Inj volume : 20.000 pl
Acq. Methed : C:\Users\Public\Documents\ChemStation\3\Data\200423\200423 2023-04-20 23-

18=37\200423.M4
Last changed : 20/4/2023 23:17:26 by SYSTEM
Analysis Method : C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\3\METHODS\200423.M
Last changed : 20/4/2023 23:17:26 by SYSTEM

DAD1 A, Sig=520 4 Ref«550,100 (CWSERSW.. MSTATIONDATAZ00423\200423 2023-04-20 23-18-37093-0301.0)
mAL *
b @
5
‘o -
35 -
w -
a
«
25 :
20
15 8
8
1 ' g R
8 a
5 g f
i . 8| ‘
o4 ; W2\ ) : Ly :
< T — . T - - — e —— p— ————— v ———
10 20 30 40 50
Area Percent Report
Sorted By g Signal
Multiplier ] 1.0000
Dilution 2 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=520,4 Ref=550,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
’ [min) [min] [mAU*s] [mAU] i
S | bt ey Bt [ocnemsaprio ok ntetoradaiated R e i eseacoe |
1 14.453 BB 0.6748B 1049.75208 23.69758 26.8529
2 20.755 BB 0.3608 254.10356  10.40878 6.5000
3 33.8B59 BB 0.6532 299.46881 6.38441 7.6605
4 3B.668B BB 0.3517 32.94806 1.42494 0.8428
5 39.776 BB 0.3775 147.17236 5.84970 3.7647
6 47.924 BB 0.6836 2125.83301 44.80059 54.3792
Totals : 3909.27588 92.56600
D-55 DAD 21/4/2023 17:52:46 SYSTEM Page 1 of 2
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Data File C:\USERS\P...NTS\CHEMSTATION\3\DATA\200423\200423 2023-04-20 23-18-37\093-0301.D
Sample Name: Identificacion: Mtra 2

—....Acg. Operator  : SYSTEM Seq. Line = 3

Sample Operator SYSTEM
- RBegr-Instrument—:—D=55-DAD ————fLocation 93— — —_—
Injection Date : 21/4/2023 01:21:48 Inj : 1
Inj Volume : 20.000 pl
Acg. Method ¢ C:\Users\Public\Documents\ChemStation\3\Data\200423\200423 2023-04-20 23-

18-37\200423.M

Last changed : 20/4/2023 23:17:26 by SYSTEM

Analysis Method : C:\Users\Public\Documents‘\ChemStation\3\Data\200423\200423 2023~-04-20 23~
18-37\200423.M (Sequence Method)

Last changed : 21/4/72023 17:25:37 by SYSTEM
[modified after loading)

DAD1 A, 5ig=520.4 Ref=580,100 (CWSERSWE  MSTATIONGIDATARO04 23200423 2023-04-20 23-16-37083-0301 D)
q -
s g A r g gF 8
4 & 88 5
[ 1]
15 f §
3
1- ] ‘
3 ! 5
05- 3 % b » [ ]\ P \
§ | 2.2 g 0 ' f
———— A re &8 2 e ok
.ﬂ‘ J AW v DA
ke
0.5 -
R - i v — — — —— ¢ v r - —
0 10 20 0 40 SC
Area Percent Report
Sorted By 3 Signal
Multiplier $ 1.0000
Dilution g 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, 8ig=520,4 Ref=-550,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
¢ [min] [min] [mAU*s] [mAU] 3
e | et i [oaiieete [ rmsmpeemmutes = | e e et |
1 $.037 v 0.3930 1.17965 3.55666e-2 0.0291
2 14.453 VW R 0.6769 1055.18018 23.72292 26.0734
3 16.827 wv 0.3017 3.56337 1.41563e~1 0.0881
4 16.963 vs 0.2057 2.41971 1.4572%e-1 0.0598
5 17.858 VB R 0.2175 2.15669 1,.189683e~1 0.0533
6 18,455 BV 0.2007 1.0B303 6.4B865e-2 0.0268
D-55 DAD 21/4/2023 17:25:53 SYSTEM Page 1 of 2
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Dats File C:\USERS\P...NTS\CHEMSTATION\3\DATA\200423\200423 2023-04-20 23-18-37\094-0401.D
Sample Name: Identificacion: Mtra 3

~hcg. Cperator +-SYSTEM Seqg Lina - 4
Sample Operator : SYSTEM
“Req. Instrument : O-55 DAD Tocation : 94
Injection Date : 21/4/2023 02:22:52 Inj : 1
Inj Volume : 20.000 pl
Acg. Method : C:\Users\Public\Documents\ChemStation\3\Data\200423\200423 2023-04-20 23-

18-37\200423.M
Last changed : 20/4/2023 23:17:26 by SYSTEM
Analysis Method : C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\3\METHODS\200423.M
Last changed : 21/4/2023 17:56:02 by SYSTEM
(modified after loading)
Additional Info : Peak{s] manually integrated

DADT A, Sig=520,4 Ref=540,100 (CUSERSWP  NSTATIONIDATAROI423 200425 20230420 2518 37084-0401 0)

mAL
| g
8
‘_
s,
& 8 g 7
4 { 3 3 ‘
b} [ |
8 = ‘
24 5 A | ‘ i\
! NI f |
] =] \
" 5
4 oI Lo ¥ ¢ -
04— Al ) v
— g ——— - e e e S
10 20 30 40 50
Area Percent Report
Sorted By 4 Signal
Multiplier s 1.0000
Dilution % 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=520,4 Ref=550,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*3) [mAD] 3
e s ] e e § = e L iy e o |
1 21.966 BV R 0.4254 121.27428 4.14429 9.4648
2 24.43%9 vW R 0.4099 32.22561 1.10624 2.5150
3 25.752 vBA 0.3638 3.69429 1.21123e~1 0.2883
4 27.152 vV R 0.4207 49.43428 1.54746 3.8581
5 30.13% BV R 0,5405 122.78767 3,31217 9,5829
6 33,257 BV 0.776% 537.97668 9,.35492 41,9861
D-55 DAD 21/4/2023 17:56:12 SYSTEM Page 1 of 2
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Data File C:WUSERS\P... FIS'\CHEMSTATICHAZ\DATAN\ZOD4Z3\200423 2023-04-20 23-18-37\034-0401.D
Sample Name: Identificacieon: Mtra 3

Peak RetTime Type Width Ares Height Area
—_— b min —fmiR) AT s ) fmAT %
P T T lzmme e e e e e | o [T T [Ty 1
o d3.0oas WH O Doe®3l  LNd,5lE53 J. L0 13,9344

B 39.292 BV R 0.7757 235.409E4 3.87035 18.3724

Totals : 1281.32008 26,70673

*+% End of Report *++

0-55 DAD 21/4/2023 17:56:12 SYSTEM Paga 2 of 2
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Data File C:\USERS\P...NTS\CHEMSTATION\3\DATA\200423\200423 2023-04~-20 23~-18-37\095-0501.D
Sample Name: Tdentificacion: Mtra 4

—Acg.-Operator—:+-SYSTEM——— S@q.-Line-: 3 — —

Sample Cperator :. SYSTEM
“Acq. Instrument : D-55 DAD Tocation : 85

Injection Date : 21/4/2023 03:23:57 Inj : 1

Inj Volume : 20.000 nl
Acq. Method : C:\Users\Public\Documents\ChemStation\3\Data\200423\200423 2023-04-20 23~
18-37\200423.M

Last changed : 20/4/2023 23:17:26 by SYSTEM

Analysis Methed : C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\3\METHODS\200423.M™

Last changed : 21/4/2023 17:56:02 by SYSTEM

(modified after loading)

T DADT A Sig=520 .4 Ref=550, 100 (C.VJSERSP. MSTATIONDATA 200423200423 2023-04-20 23-18-371095-0501.0)
mAU ®
T
g
m -
w -
40 -
|
30~
20
10~ =
= g | L § 9
2 3 ‘ = 3
0- .gl . ' ‘ ' .52 r '
T T \J T T
10 20 30 40 &0 N
Area Percent Report
Sorted By F Signal
Multiplier H 1.0000
Dilution i 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=520,4 Ref=550,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
4 [min] [min] [mAU*s) [mAU]) %

18.407 VB 0.3240 5.61497 2.09953e~1 0.2115
R 0.4533 86.67937 2.78366 3.2642
R 0.4977 2239.89819 66.03257 84.3514
31.768 VW E 0.5564 285.09796 7.19263 10.7364
R 0.3647 7.33504 2.41268e-1 0,2762
R 0.4066 30.81231 9.59617e-1 1.1603

D-55 DAD 21/4/2023 17:56:22 SYSTEM Page 1l of 2
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Data File C:%USERS\E...NTS\CHEM3TATIONAINDATANZOO4Z34200423 2023-04-20 23-18-37,095-0501.0
Sample Wame: Identificacicn: Mtra 4

Totals s 2655,43794  77.41989
++% Epd of Repapt *aw
D-55 DAD 21/4/2023 17:56:22 SYSTEM Page 2 of 2
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Anexo 3
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Espectros IR (segunda prueba y transmitancia unicamente) obtenidos de las sefiales detectadas en
la placa de TLC. Muestras: Berenjena (1), Repollo Colorado (2), arandanos (3) y frutillas (4).

, m'rl ‘“»‘WWM {l W UM It’% t

‘llll‘r""llllllll»l I‘li‘lulilTllIlwl||1||||11

4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Blanco 1lem
Comment; Date/Time; 21/04/2023 22:27:19
Blanco No. of Scans: 20

Resolution; 4 [1/cm]
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i M\h& ,lm L‘JM W -LWMJ 'm‘ l

—Tj"l"ill'lllllljl\I‘leTIIIIIIIITIIIYIII AEENRERRERE

4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Berenjena (1), Sefal 141 1lem
Comment; Date/Time: 21/04/2023 22:28:50
Berenjena (1), Se-l 1-1 No. of Scans; 20

Resolution; 4 [1/cm]
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45000

! | t

ojﬁwm..u“.u¢LLlp“ "-J‘J "h 'M U -'.-l.'n,,‘,.,..uﬁ J, A.,_Lm‘.,,m..,w.lk.a

. I L L T T L L L B o e B O R
l l l l [

4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Rep. Colorado (2), Sefial 2-1 i/lcm

Comment; Date/Time; 21/04/2023 22:32:00
Rep. Colorado (2), Se*l 2-1 No, of Scans: 20

Resolution: 4 [1/cm]
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8250 —

%T |

7500 - -~ o or s e |

i | 1
WALl

tlllilltl‘g‘l'l“rliln-|-|:llr| ||||||'|i|'1]rllllr|||1|
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Rep. Colorado (2), Senal 2-2 1lem

Comment; Date/Time; 21/04/2023 22:35.05
Rep. Colorado (2), Se-l 2-2 No. of Scans; 20

Resolution; 4 [1/em]
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4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Rep. Colorado (2), Senal 2-3 1lem

l~"l$',‘~‘.Ul.'n”,‘|

Comment; Date/Time; 21/04/2023 22:38:42
Rep. Colorado (2), Se+l 2-3 No. of Scans; 20

Resalution; 4 [1/cm)

. _______________________________________________________________________________________|
ESTEBAN EDGARDO MURUA 133



Facultad de Ciencias Exactas y Naturales - Universidad de Belgrano -

l

iy WJ 1‘ JMQUMML»LJ "w.um‘i

S FE7 o B I N B2 R l |30 R l 3R /R UL l I | 153 | | T ] [ % Y T | I L I 7T I‘I«I—
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Arandano (3), Sefal 3-1 1lem

Comment; Date/Time; 21/04/2023 22:42:23
Arandano (3), Se-l 3~1 No. of Scans; 20

Resolution; 4 [1/cm]
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4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Arandano (3), Sefal 3-2 1/lem
Comment; Date/Time; 21/04/2023 22:46:25
Arandano (3), Se+| 3-2 No. of Scans; 20

Resolution: 4 [1/cm]
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3500 3
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3000

4000 3500 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Arandano (3), Senal 3-3 1fem

Comment; Date/Time: 21/04/2023 22:49:07
Arandano (3), Se+13-3 No. of Scans; 20

Resolution; 4 [1/cm]
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25000
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500

|
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750
Frutilla (4), Sefial 4-1 1lem

Comment; Date/Time; 21/04/2023 22:53:04
Frutifla (4), Se-| 4~1 No. of Scans; 20

Resolution; 4 [1/em]
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Resolution;
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4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Rep. Colorado (2), Senai 2-1 1/em
Comment; Date/Time; 21/04/2023 22:32:00
Rep. Colorado (2), Se-l 2-1 No. of Scans;
Resolution;
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4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750
Rep. Colorado (2), Sefal 2-2 1lem

Comment; Date/Time; 21/04/2023 22:35.05
Rep. Colorado (2}, Se-l 2-2 No. of Scans;
Resolution;
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4000 3500 3000
Rep. Colorada (2), Sefal 2-3
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Rep. Colorado (2), Se+l 2-3
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1500 1250
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1000 750

500
1lem

Date/Time;
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Espectros IR (tercera prueba, mediciones en absorbancia y transmitancia) obtenidos de las
sefiales detectadas en la placa de TLC. Muestras: Berenjena (1), Repollo Colorado (2),
arandanos (3) y frutillas (4).
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