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RESLIM

! Berberis boliviana Lechler s una planta pertenaciente a la Familia Berberidaceae, su fruto es
una paquefia baya morada comestible y el analisis prefiminar de su pigmento determind la presencia

I‘- 8 Anlocianinas.

| El contemido en antocianinas monoméricas fue determinado por el método del pH diferencial,
siendo de 7 g/ 100 g en el Wejido separado de las semillas del fruto seco.

El analisis por HPLC-PDA (Cromatografia Liquida de Alta Resolucion, con detector con arreglo
m}dnhmuammdmmmmﬁmmdnﬁaglm delfinidina, cianidina,
petuniding, pecnidina y malvidina, las cuales fueron identificadas por comparacion de los picos del
‘ 3 obtenido al correr simullaneamente una muesira del pigmento de los frutos de uva
me'fem}

! ~ El analisis por HPLC - espectromelria de masas Tandem confirma la presencia de 10 picos y
mmwmmrm antoclaninas presentes en Berbens boliviana Lechler:
elfinidina-3-glucosido, delfinidina-3-rutingsido, clanidina-3-glucdsido, clanidina-3-rutindsido,
petunid rmﬂ-glucﬁmdn petunidina-3-rutindsido, peonidina-3-glucosido, peonidina-3-rutindsido,

hvidina-3-glucosido y malvidina-3-rutindsido. La petunidina-3-glucosido fue identificada como el
sipal pigmento, en un 24, 43%.

| Esla es la primera vez que se eslablece el perfil da las antociaminas de Berbens boliviana

TROD e

Las antoclaninas son los componentes que otorgan a las plantas colores rojos, azules, morados,

S, .

iparticularmente en partes como frutos, flores y hojas (Rein, 2005:9-10). Estos pigmentos fueron
n dos por los hombres a lo largo de incontables generacionas sin causar aparentemente
ningun efecto 1oxico (Markakis, 1982: 245-246), Las antocianinas pertenecen a un gran y muy
.- siribuide grupo de metabolitos secundarios que se conocen colectivamente como flavonoides,
_' antocianinas naturales mas comunes son las 3-O-glicsidos y las 3,5 di-O-glicosidos (Cao v
2001: 920-962).
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El imeres por las antoclaninas se ha incrementado debido a su potencsal uso como colorantes
naturales y por sus potenciaies beneficios en ia salud (Grusti y col., 195939a; 4631-4637).

En &l reinoc vegetal, la familia Vitacea con su génera Vitlis, al cual pertenece la especie Vitis
vinifera (uva) es la fuente mds importanie de antocianinas en la actualidad debido a que es la planta
alimenticia mas cultivada y con la cual se produce & vino (Rein, 2005:14),

Otras familias importantes por su contenido anlocianico son; fa Rosacea y ja Encaceae, la
primera incluye a los géneros Fragaria (fresas) y Rubus (frambuesa) y la Gltima al genero Vaccinum
(arandano). Asimismo, las familias Saxifragaceae (Rein, 2005:14-15), Solanaceae y Cruciferae
{Lohachoompol y col., 2004:248-252; Lock de Uigaz, 1990:106).

Ultimamente, la seguridad de los pigmentos sintéticos ha sido cuestionada, conduciendo a la
reduccion en el numero de colorantes permitidos (Feakes y Giustl, 2003). Las antocianinas son
pigmentos solubles en agua, lo que faciiita su incorporacion en os sislemas acuosos alimentarios
(Markakis, 1982; 245-246 ; Mozetic y col., 2002:207-212). Estas cualidades hacen que eslos
colorantes naturales sean atractivos como pigmentos naturales inocuas con considerable potencial
en la industria alimentaria de productos con un range de pH acido.

Ademas de su color, se ha reportado que las antocianinas tienen beneficios para la salud como
potentes antioxidantes y pueden incrementar la agudeza visual. Se ha observado también que
poseen aclividad antinecplasica, vasotonica, vasoprotectora, anti - inflamatoria y hepatoprotectora
(Jin y Lian, 2003: 823-833).

Berberis boliviana Lechier, es una especie sivestre del Peru (Brako y Zarucchi, 1993) que
crece especialmente alrededor de los campos de cultivo a manera de proteccion, debido a sus
espinas grandes y filudas, sus nombres comunes son Chegeche, Queswa chegeche, Quisca-
quisca, Allampo.

Existe informacion sobre esta especie en Perl desde tiempos de la Conquista; especiaimente,
el cronista Bemabé Cobo descrbit a esta planta con el nombre comun de Quisca-quisca, que
significa planta espinosa, con unas pequefias flores amarillas y espinas filudas (Yacovieff y Herrera,
1935 501), cuyos frutos dan un suave color morado cuando son usados como colorante. Asimismo,
algunas tradiciones orales, sugieren que estos frutos eran usados por fas Nustas durante al Incanato
para lavar y cuidar sus cabellos a manera de un champu colorante natural.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente la importancia del estudio de las antocianinas radica fundamentalments, en Su
potencial de utilizacion en la indusiria alimentana como colorantes. Desde hace unos anos se vienen
aplicando en el campo intemacional restricciones progresivas al empleo de colorantes sintéticos
(Xueming y col., 2004:326-331) en productos alimentarios, en particular en lo que se refiere a los
derivados azoicos y a otros colorantes sintéticos (Feakes y Giusti, 2003}, debido a que estos han
sido involucrados en reacciones adversas para el sar humano.

El canmin ha sido usado en la industria como un colorante natural, aungue un pequenc pero craciente
numero de consumidores han reportado reacciones alérgicas, limitando su UsSo como un ingrediente
alimentano (Feakes y Giust, 2003).

Para evitar poner a la venia produclos bajo un aspecto menos atrayente, se han intensificado
las investigaciones para la busqueda de colorantes naturales extraidos de diversos frutos, flores y
otras partes vegetalas qua son capaces de sintelizar compuesins rojos, sobretodo antocianinas,
ias cuates carecen de sfectos 10xicos (Lock de Ugaz, 1990:95-116).

Debido al interés incrementado de los consumidores en los productos naturales, la industna
esta constantermente buscando alternativas naturales adecuadas al uso de colorantes sintéticos
(Feakes y Giusti, 2003). Por este motivo, siendo Berberis bofiviana Lechler una planta silvestre del
Peru v una potencial fuente de suministro de antocianinas, su estudio contribuird a elucidar su
estructura y sus caracleristicas mas sobresalientes para poder evaluar postenormenta su potencial
uso como colorante en la industria aimentana, cosmeética @ incluso farmaceutica.
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DBJETIVOS

Objetivo General

Caractenzar los componantas antocianicos presentas an al colorante de los Indos de Berberis
boliviana Lechler a travas de técnicas HPLC v especirometria de masas.

Objetivos especificos:
1. Realizar la caracterzacion estruciural de ias anfocianinas presantes en los frutos.
2. Caractarizar los frutos de Berberis baliviana Lechier
3. Cuantificar y daterminar la pureza del contenido antocianico de los frutos.
4. dentificar las principates antocianinas presentes en el pigmento de los frutos.

. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Para la investhgacion se colectaron 623 g de los Irutos de Berberis boliviana Lechier, entre los
meses de febrero y abril de 2004, meses en los cuales los frulos se encuentran completamente
- maduros y presentan la maxima coloracién  morada: fueron colectados en la localidad de Pata
- Pata, San Jerdnimo, Cusco

La ptanta fue deniificada por comparacion con especimenas del herbaro Vargas CUZ de la
. Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC) por el M. Sc. Alfredo Tupayachi
Herrera, habséndose realizado el deposito de un especimen

_ Antoclaninas estandar y Reaclivos quimicos

Los extractos concentrados de anlocianinas comercialimeante disponibles de Vaccinum myrilius
- Ly Aronia medanocarma E. fueron proporcionados por Artemis Interational, Inc (Fort Wayne, IN); el
gxiracto de uva (Vitis winfera) fue proporcianado por Polyphenofics, Inc (Madera, CA) y &l extracto
. de Rabanito rojo [Aaphanus sativus) fue proporcionado por fa Dra. Monica Giusti.

El acetonitrilo, of metanol, la acetona, el acido tormice usados fueron de grada HPLC y se
| gbtuwieron de Fishar Sciantific (Fair Lawn, N.JJ.

METODOS
‘Caracterizacion de los frutos e Berberls boliviana Lechier

Fueron determinados signos de maduracidn como longitud, peso (Hemandez Gil, 2002: 225-
233), color (usando un colorimelro Minolta CR-300, Minolta Corporation, New Jersey, USA), pH
{determinado directamente en ol jugo de los fntos usando de un pH metro) y &l contenido acuoso
mediante al método gravimeétnico.

~ Otros analisis desarroliados fueron, determinacion de parametros bromatologicos como
- pontenide proteico (Méatodo Kjeldahl), grasas (usando la extraccion de muesiras pequefias en
mmrrnufmmannvnguaj fibra (evaluacion gravimatrica) y carbohidratos (cuantificacion
ualuﬂrrnélﬂna}

, Extraccidn del pigmento con acetona y cloroformo para la cuantificacion e identificacon de
~ anlcianinas por HPLC y Espectro de masas (Wrolstad y Acrea, 2001:F1.1.1-F1.3.9).

Los fnitos secos congelados de B. boliviana Lechier (2,996 g) lueron separados de sus semillas;
siendo icuados con una soluckon agua / acetona (30:70 wv) y luego se filird usando un embudo
Buchner. La torta residual del filtrado fue nuevamente reextraida con la solucion agua /acetona (30:
- 70 wv) hasta obtener una solucidn clara. Los filtrados fueron comibanados, llevados a una pera de
| decantacion, agregandose cloroformo. La porcion acuosa (parte superior) fue coleciada y colocada
en un rotavapor Blchi a 40°C durante 5 a 10 minutos, hasta que la acelona residual se evapora. El

| exiracto acunso fue llevado hasta un volumen conocido (100mL) usando agua destilada.
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Cuantificacion del total de antocianinas mediante el método del pH diferencial
(Wrolstad y Acree, 2001: F1.1.1-F1.3.8)

Las antocianinas desarrollan transformaciones estructurales reversibles con el cambio del pH
manilestado por el espectro a diterentes absorbancias. La forma de! oxonio coloreado predomina
pH 1,0 y la forma hemicetal incolora a pH 4.5,

El metodo del pH diferencial se basa en esta reacoion y permite segura y rapidamente medir &l otal de
aniocianinas monomérncas (Giust y Wiolstad, 1996.322-326) Se utilizd un espectrofoldmetro UV- visible
Hewdlet Packard B453, las mediciones fueron realkzadas a 520 (maxima longitud de onda determinada) y
a 700 nm,

El contenido de antocianinas monoméricas fue calcufado como Cianidina-3-glucdsido, usando
como coeficiente de extincidn motar 26 900 L cm 'mg* y como peso molecular 449.6 gL (Wrolstad
y Acrea, 2001: F1.1.1-F1.3.9). Se calculd un factor de dilucion de 180, Los calculos se realizaron
usando las siguientes formulas:

Formula 1: Calculo de la absorbancia de la muastra.
A= (A~ P g ™ Pssinas = Proo) eas
2: Calculo del contenido de antocianinas.
Contenido de antocianinas (plp) = (A c MWV x DF x V/ Wi Jrex 1)

Absorbancia de la muestra

Peso molecular de la clanidna-3-glucosido (449.6 g/L)

= Factor de dilucion (180)

Volumen final en mL

= Paso de la muestra en mg

= Absortividad molar de la cianidina-3-glucosido (26 800 L cm'mg ')
= Grosor de ia cubeta (1cm)

Hidrdlisis acida de las antoclaninas. Método para la determinacion de los aglicones
(Antocianidinas) (Wrolstad y Acree, 2001: F1.1.1-F1.3.9).

El objetivo de este metodo es lograr obtener l0s aglicones, por separacion de los azucares y
otras sustancias como acidos ligados a la estructura antocidnica, con el unico proposito de identificar
las antocianidinas presentes en el pigmento.

En un tubo de ensayo se disolvid el extracto acuoso acidificado (1mL) con 10 mb de HCI 4N, se
puso en contacto el contanido con gas nitrogeno y se tapo herméticamente. El pigmento fue
hidrolizado durante 45 minutos a 1007 C, luego se enfnid en un bano de hielo. El hidrolizado fue
purificado usando un cartucho C-18 ™.

Determinacion de las antocianinas por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-
PDA) (Hong y Wrolstad, 1990; 708-715)

El HPLC es ol metodo mas comun para realizar el analisis de antocianinas y es efectivo para la
mayor parte de productos vegelales de contenido antociamico.

La muestra fue seml purificada usando un cartucho C-18 y la fraccion fendlica {conteniendo
antoclaninas) fue eluida con metanol actdificado con HCI 1%:; se evaport &l metanol en un rotavapor

n

n
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Blchi; se usd agua acidificada con HCI 0.01% para lograr un volumen conocido y se filtré usando
un filtro de polipropllenc Whatman de 0,45 mm antes de la Inyeccion en el equipo HPLC, La
separacion de las antocianinas se llevo a cabo en una columna C-18 Waters Symmetry (4.6mm x
150mm, 3.5mm) usando un sistema HPLC gue constaba de un modulo de separacion Waters
2605, equipado con un detector con arregio de fotodiodos (PDA) Waters 2996, un software Empower
¥ un automuestreador Walers 717 plus.

| Elrango de flujo fue de 0,8 mU/min, la fase mévil: A, Acido férmico al 10% en agua grado HPLC:
B, Acelonitrilo, la gradiente utiizada fue: 0-1 min 95% A y 5% de B: 2 min 90% Ay 10% B; 20 min
B0% Ay 20% B y a los 25 min 95% Ay 5% B.

Sa realizd una deteccion simultanea a las longiiudes de onda: 520 nm para antocianinas, 280
nm para compuestos fendlicos y a 320 nm para &cidos cindmicos. La identificacion de los picos de
las antocianinas fue realizado en base a la comparacion de los cromatogramas y tiempos de
retencion de los extractos concentrados de antocianinas de las especies Vaccimum myriiflus
¥ltinr.lanus}| y Arania melanocarpa (Chokebarry), corridos bajo tas mismas condiciones

- especificadas antenorments,

 Determinacion de antocianinas por HPLC- MS/MS (Espectro de masas tandem) (Hong v
Wrolstad, 1986:189-207; Giusti y col., 1988b:4657-4664)

La espectrometria de masas se basa en la medida directa de la relacion de la masa, con el
 himero de cargas elementales positivas o negativas de los lones (m/z) en la fase gaseosa obtenida
ﬁhmwaaamﬂmr Esta relacion se expresa en unidades de masa atomica (u). (1u = la
MpmmualanmsadamémﬁammuﬂﬂnmﬂanmﬂTDa a la masa del atomo de
w:ﬂ (Beal Farmacopea Espanola, 2002:40-42).

En este estudio se han utifizado el analisis del ibn precursor, andlisis del producto ionico, analisis
da perdida neutral comun y la moniorizacion selecliva de reaccion que son parte de la
espactrometria de masas tandem (MS-MS], la cual tiene la ventaja de lograr dos separaciones de
los componentes de la muestra, siendo ambas separaciones ionicas, debido a esta especificidad,
| esla lécnica es usada para lograr andlisis cuantitativos de analitos en mezclas simples en cuestion
~ de minutos sin necesidad de una separacion cromatografica u otro tratamiento quimico que elimine
interterantes.

, Para la caracterizacion de cada una de las anfocianinas se utilizo la monitorizacion selectiva de
feaccion (SAM) y el andlisis del i6n precursor, el cual detecta todos los iNes precursores en una

- muestra que se fragmenta como un producio ionico comin, en tanto que el analisis de pérdida
neutral comun detecta aquellos iones precursores que se fragmentan para producir iones con una
diferencia comuan en miz producida por la pérdida de un fragmento caracteristico de un producto o
de una familia de compuestos (Feal Farmacopea Espafiola, 2002:40-42),

_La separacion de las anlocianinas fue llevada a cabo en una columna C-18 Waters Symmetry
l 4.6 x 75 mm, 3.5mm), se uso un sistema HPLC acoplado a un detecior con armeglo de diodos
{PDA) Waters 2996 y a un espectrometro de masas con un tinel de triple cuadrupolo (Quattro
Immmmﬂs UK Limited, Manchester, UK). El rango de flujo del HPLC se establecid en 1 mL/
' min, la fase movil: A, &cido férmico al 10%; B, acetonitrilo, la gradiente usada; 0-20 min, 100%-85%
|!,2ﬂ-25mm B5%-100% A. E espectro de absorcion de las antocianinas fue realizado en el rango
- 200 - 600 nm. Los espectros de masas fueron oblenidos usando la Monitorizacion Seiectiva de
lones (SIM). Aproximadamente 100 mL del eluato del HPLC fueron separados por una microvélvuia
|y se dapositaron en la fuente ESL. El cuadrupolo fue operado segun las sigulentes condiciones:
'meazw voltaje de cono 35 V, RF lense 1,50 V, lemperatura del gas de desolvation
B00PC con un Nujo de 269 L'h, températura de la fuente 105°C, presin de colision de gas (Argon)
|$wummdamm fue establecida en 25 eV.
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RESULTADOS ¥ DISCUSION
De la caracterizacion de los frutos de Berberis boliviana Lechler

Los frutos inmaduros henen una longitud promedio de 7,13 £+ 0,728 mm y un peso promadio de
0.0625 = 0,017 g, siendo de color verde palido. Los trutos maduros tienen una longitud promedio de
7.05 = 0,355 mm y un peso promedio de 01025 + 0,016 g tenlendo un color morado oscuro
caracteristico (L* = 33.26, a+0.19, b-0.90), un rango de pH gue varia da 3,81 a 3.84, un contenido
acuoso de 58.30%,

El contenido prateico es de 0,94%, el grasas, 0.52%; en fibra, de 7,40% y el de carbohidratos
fue de 39 96%. La biogquimica de maduracion de las bayas (berries) explica algunos de los
resultados; asi por ejemplo, la diferencia de peso entre los frutos maduros e inmaduros podria
deberse a que en los frutos maduros existen mas sustancias de sintesis y mayor contenido acuoso
(Hemandez Gil, 2002:225-233).

El crecimiento de las bayas tiene un modeio definido y presenta 3 fases; la primera, con una
division activa y una elongacion celular; la presencia de ciorofila en buena concentracion hace que
el truto tenga el color verde. En la segunda fase, denominada como de detencién del cracimiento,
hay un cambio en el color de la cubleria debido a gue se inicia la sintesis de las antocianinas. La
tercara fase, en fa cual existe un incremento en la sintésis de anociannas, & contenido de los
azucares se incrementa y la cantidad de la clorofila disminuye (Hemandez Gil, 2002:225-233).

Las muestras recolectadas de Berberis bolviana Lechier lueron comparadas con muesiras del
Herbario Vargas CUZ (UNSAAC - Cusco) por el MSc. Alfredo Tupayachi Herrera y tiene ia siguiente
posickin taxonomica de acuerdo con el sistema de Judd, Campbell, Kellogg & Stevens (1899):
Division: Magnoliophyta (= Anglosperms), Clase: Magnoliopsida (= Tricolpates - Eudicots), Sub
Clase: Magnofiidae (= Magnolild — Complex), Orden: Ranunculales, Familia: Berberidaceae,
Género; Berberis, Especie: Berberis bolviana Lechler.

De la cuantificacion del total de antocianinas mediante el método del pH diferencial.

Las anfocianinas se encuentran en una concentracion én peso del producto de 7g / 100g de
antocianinas presentes en & frulo seco separado de las semillas de Berbens bolviana Lechler, sabiendo
que los frulos frescos presentan un contenido de humedad de 58,30%, pudimaos realizarn una aproximacion
al contenido de antocianinas  en tejido epidérmico Iresco, siendo de 1 500 mg/100g de frutos.

Ei contenido en antoclaninas en estos frulos es bastante alto, comparado con algunas olras
fuentes ricas en anlogianinas como  ardndanos (Vaccinum myrtilus) que son una fuente muy
conocida y con un alto contanido en antocianinas (300 - 320 mg/100g de fruto fresco), sauco
(Sambucus migra) que tiena 450 mg / 100g de fruto fresco (Wrolstad y Acree, 2001: F1.1.1-F1.3.9),
se puede conclulr que los frutos de Berberis boliviana Lechler constituyen una fuente bastante rca
de antocianinas.

De la hidrdlisis dcida del pigmento de Berberis boliviana Lechler. Método para la
determinacion de aglicones (Antocianidinas).

Al someter &l hidrolizado a un analisis HPLC, se verifictd la presencia de 5 aglicones,
simultaneamenta, se realizd la hidrolisis y posterior analisis HPLC de dos extractos concentrados
de antocianings, Vits vinifera (Uva) y Raphanus sativis L {Rabanito rojo) para tener patrones de
comparacion que nos ayuden a identificar los picos del cromatograma. Todas las muestras fueron
analizadas bajo las mismas condiciones,

Al comparar los cromatogramas (Figura N 1), @l parfil de elucion de las antocianidinas presentes
en los frulos de Berberis boliviana Lechier, concide exactamente con el de los fnitos de Vitis vinifera
que es una fuente muy conooida y bien estudiada de 5 aglicones; a saber, cianidina, delfinidina,
maividina, peonidina y pelunidina, en lanto que la antoclanidina presente en Raphanus sativus, la
pelargonidina. no se encuentra presente ni en Berberts boliviana L ni en Vitis vindlera, los 5 aglicones
dentificados son: delfinidina, ciamdina, petunidina, peonidina y mahvidina (Figura N* 1)
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De la determinacion de antocianinas por cromatogratia liquida de alta resolucion (HPLC-PDA)

Se obluvieron cromatogramas a diferentes longitudes de onda, 280nm, 320nm y 520nm con la
finalidad de determinar compuestas fendlicos, acidos hidroxicin@micos y antocianinas
mspectivamente, como se muestra en la Figura N* 2. La separacién por HPLC del extracto
purficado de antoclaninas de Barberis boliviana Lechler mosird la presencia de 10 antocianinas
(Figura N® 3),

Al comparar los cromatogramas (B) v (C) de la Figura N® 2, correspondientes a 520 nm y 280
. nm, respectivamente, se verifica que las antocianinas serian los Unicos compuestos fendlicos
| presentes en los frutos de Berberis boliviana Lechier, debido a que no existen dilerencias
| mignificativas entre ambos cromatogramas, este hecho es sumamente importante debido a que se
. frataria de una fuente natural de composicion exclusivamente anlocianica; asimismo, la cantidad
| g8 dcidos hidroxicinAmicos es muy pequena, pues como se muestra en el cromatograma (A)
presentan absorbancias muy reducidas, menores de 0,1AU (Unidades de Absorbancia),
| demostrandose su baja concentracion.

Para determinar la identidad de los picos presentes en el cromatograma obtenido, fue
necesario utilizar extractos concentrados de antocianinas de Vaccinum myrtilius y Aronia
- melanocarpa), los cuales fueron corridos bajo las mismas condiciones; ambas especies
tienen 3 azucares diferentes unidos a sus antoclaninas, galaciosa, glucosa y arabinosa, la
comparacion de los cromatogramas determind que uno de los azucares presentes en el
pigmento de los frutos de Berberis boliviana Lechler, es la glucosa (Figura N° 4); asimismo, se
pudieron identificar solo 5 antocianinas como se muestra en los cromatogramas de la
Figura N* 5, estas son: delfinidina-3-glucosida, cianidina-3-glucosido, petunidina-3-glucisido,

. peonidina-3-glucosida y malvidina-3-glucosido.

De la determinacion de antocianinas por HPLC-MS/MS (Espectro de masas tandem)

th#l‘ tiene un iGn molecular (M') a m/z 465 y un in de fragmentacion a m/z 303 al cual
eomesponde a la delfiniding, habiendo pérdida de una masa molecular de 162 que corresponde a
_ muﬁdadyutmm por o gue se concluye que al pico 1 corresponda a la Delfinidina-3-ghucdsido,

El pico 2, contiene un ion maolecular (M) a m/z B11 y evidencia de la presencia de una

~ delfinidina a m/z 303, habiendo perdida de una masa molecular de 308, lo que corresponde a la

fuptura de un ramnosilo v de un glucosilo, que comesponde a la masa molecular de una rutinosa,
 slendo esta la Delfinidina-3-rutindsido,

El plco 3, mosted un i6n molecular (M') a m/z 442 y la presencia de una cianidina por el
fragmento ibnico a m/z 287, habiendo pérdida de una masa molecular de 162, lo que corresponde
‘auna umidad glucosilo, identificandose [a Cianidina-3-glucosido.

. El pico 4, con un ion molecular (M*) a m/z 535 y un ion de fragmentacion a m'z 287, o gue
corresponde a una claniding, se observa la pérdida de una masa molecular de 308, que corresponde
m{{ a la ruptura de una unidad de ramnosilo y glucosilo, siendo la antocianing presente la Cianidina-3-

rutinosido.

El pico 5, con un ibn molecular (M*) de m/z 479 y un ion de fragmentacion de 317 que
- corresponde a una petunidina, observandose perdida de una masa molecular de 162,
m la petunidina-3-glucasido.

El pico 6, tiene un ion molecular (M) miz 625 y un On de fragmentacion a mfz 317, que
corresponde a la petunidina, observandose pérdida de una masa molecular de 308,
 gorespondiendo a una rutinosa, siendo ta antocianina identificada la petumidinag-3-rutindsido.

El pico 7, con un ion molecular (M°) m/z 463 y un 1on de fragmentacion mvz 301 que corresponde
- & la peonidina, mostrando la pérdida de una masa molecular de 162, siendo la antocianina
identificada la peonidina-3-glucosido.
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El pico 8, con un ién molecular (M*) mfz 608 v un ion de fragmentacion a m/z 301, que

corresponde a la peonidina. hablendo una pérdida de masa molecular de 308, que cormesponda a
una unidad de rutinosa . siendo |a antocianina presente la peonidina-3-rutindsido.

El pico 9, con un i6n molecular (M*}) m/z 493 y un idn de fragmentacion a mfz 331, que
comesponde a la malvidina, observandose ademas la péardida de una masa molecular de 162,
determindndose la malvidina-3-glucosido.

El pico 10, contiene un i5n molecular (M*) m/z 839 y un i6n de fragmentacion m/z de 331 que
corresponde a la malvidina, observandose fa pérdida de una masa molecular de 308, que
corresponde a una rutinosa, determindndose la malvidina-3-rutindsido. (Ver Figura N° 6).

En algunos casos en los que los pesos moleculares son idénticos y no se puede distinguir entre
uno y ofrp, @s necesario acudir a un método que nos pueda aclarar |a identidad de las sustancias;
por efemplo, tanto glucosa como galaclosa son azlcares presentes en una gran cantidad de
antocianinas, tienen el mismo peso molecular por lo que a través de un espectro de masas és
imposible diferenciarios. En nuestro caso, la diferenciacion fue posible gracias al analisis HPLC
utilizando exiractos concentrados de antocianinas de vanedades conocidas y cuyos perfiles
antocianicos estan bien establecidos, constituyendo este un método rapido, sencillo y barato de
CONCLUSIONES:

1. El pigmento de los frutos de Berbers boliviana Lechler presenta un contenido en antocianinas
monomericas de 7g/100g de frutos secos separados de las semillas, estando casi puras, pues
las cantidades de olros componentes fenolicos son minimas.

2. Las antocianinas identificadas por HPLC-MS/MS (espectro de masas tandem) y por
comparacion con el cromatograma del extracto concentrado de anlocianings de  Vaccoinum
myrtiflus, son: delfinidina-3-glucosido en un 23,43%, delfinidina-3-rutindsido en un 2,65%,
cianidina-3-glucosido en un 10,16%. cianidina-3-rutindsido en un 3,75%, petunidina-3-glucosido
en un 24 21%, petumdina-3-rutindsido en un 7,15%, peonidina-3-glucosido en un 1,12%,
peonidina-3-rutinésido en un 0,94%, malvidina-3-glucosido en un 21,64% y malvidina-3-
rutindsido en un 4.95%.

3. La caracterizacion de los frutos y el analisis bromatologico dieron los sigulentes resultados;
los frutos inmaduros tienen una longitud promedio de 7,13 + 0,729 mm y un peso promedio de
0.0625 + 0.017 g; los frutos maduros tienen una longitud promedio de 7.05 « 0, 355 mm y un
peso promedio de 0,1025 + 0.016 g: el color de los frutos secos es morado oscuro (L* = 33.286,
a+0.19, b-0.90); el rango de pH del jugo de los frutos frescos varia entre 3,81 a 3,84, presentan
conlenido acuoso de 58,30%; contenido proteico de 0,94%: contenido en grasas de 0,52%:;
conenido en fibra de 7,40%, y contenido de carbohidratos de 39.96%.
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