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Resumen

El fruto de Eugenia malaccensis (Pomorroso), en su estado maduro presenta una coloracién rojo
intenso; fuente potencial de polifenoles. En este trabajo se realiza la extraccion de estos
compuestos polifendlicos tipo antocianina, presentes en la cascara del fruto, aplicando un disefio
experimental aleatoriamente comparativo. El objetivo del disefio es evaluar la eficiencia de tres
metodologias de extraccion: con solventes (ES), asistida con microondas (EAM) y extraccion-
fermentacion simultanea (EFS). Los resultados obtenidos indicaron que el método que presentd
mayor eficiencia fue la EFS, con concentracion de antocianinas monoméricas y contenido de
79,71 mg de cianidina-3-glucésido/100 g de fruto (P < 0,05). EIl analisis por cromatografia
liguida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas (HPLC-ESI-MS) permitio
establecer que la cascara del fruto es rica en tres posibles derivados de cianidina: cianidina-3,5-
dihexosido, cianidina-3-glucésido y cianidina-3-galactésido.

Palabras clave: Eugenia malaccensis, métodos de extraccion, antocianinas y cromatografia
liquida de alta eficiencia.

Abstract

Eugenia malaccensis (Pomorroso) fruit, whose ripening has an intense red coloration and is a
potential source of polyphenols. In the present work, the extraction of the anthocyanin-type
polyphenolic compounds present in the fruit shell was carried out by implementing a randomly
comparative experimental design, with the objective of evaluating the efficiency of three
different extraction methodologies: with solvent (ES), assisted with microwave (EAM) and
simultaneous extraction-fermentation (EFS). The results obtained indicated that the highest
efficiency for the extraction of anthocyanins was the EFS, with a concentration of monomeric
anthocyanins and content of 79,71 mg of cyanidine-3-glucoside/ 100 g of fruit (P <0,05). The
high efficiency liquid chromatography analysis coupled to mass spectrometry (HPLC-ESI-MS)
allowed to establish that the fruit peel is rich in three possible cyanidine derivatives: cyanidine-
3,5-dihexoside, cyanidine-3-glucoside and cyanidine-3-galactoside.

Keyword: Eugenia malaccensis, extraction methods, anthocyanins and high efficiency liquid
chromatography.
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Introduccion

La especie objeto de estudio, Eugenia malaccensis (pomorroso), pertenece a la familia
MYRTACEAE vy atrae la atencién de investigadores, debido a que sus frutos muestran
altos contenidos de compuestos bioactivos, que a menudo estan relacionados con
efectos beneficiosos para la salud humana [1,2]. Dicho fruto es de forma globosa con
cascara de color rojo, de textura lisa y brillante, con pulpa blanca y semilla. Esta especie
no es nativa de Ameérica y tiene su origen en Malasia. Sin embargo, se adaptan muy bien
a ambientes tropicales de varias regiones de Centro América y América de Sur, como
Colombia y Brasil, entre otros [3,4].

En Colombia, el aprovechamiento del fruto es limitado, siendo practicamente su
consumo en forma natural. Esto ocasiona que en el periodo de cosecha la mayor parte
de éste se pierda, por lo tanto, es de gran interés estudiar la composicion quimica
responsable de su color. En muchas partes del mundo, los componentes fenolicos
presentes en este tipo de especie se han utilizado en medicina popular para tratar
diversas enfermedades como: diabetes, inflamacion e hipertension, resaltando su
aplicacion farmacéutico [3,5]. La pigmentacion natural de la cascara del fruto se debe a
los polifenoles tipo antocianinas. Estos compuestos pertenecen a un subgrupo de
flavonoides solubles en agua y responsables de una amplia gama de colores observados

en la naturaleza [6,7].

Las antocianinas muestran también aplicaciones industriales, entre las cuales se
encuentra su uso como colorantes naturales en la elaboracion de alimentos, como
sustituyente de los colorantes sintéticos [6]. Es importante resaltar que las
preocupaciones en cuanto a la seguridad de los colorantes artificiales, han despertado
interés en su remplazo por colorantes de origen natural, no solo por su estabilidad, sino
también por su potencial beneficio para la salud humana. Ademas de ello, desde el
punto de vista estético es de gran importancia, debido a que el aspecto y el color de los
alimentos juega un papel importante en la aceptacion o rechazo del mismo, por parte de
un consumidor [8-9]. Por lo tanto, es de gran interés el estudio de métodos de extraccion
de este tipo de compuestos, que generen una buena eficiencia y que ademas no afecten

su estabilidad, la cual se puede ver modificada por factores como pH y luz [10].

Existen diferentes métodos de extraccién, entre los procesos rutinarios se encuentra la
extraccion con solventes (ES), que es un método convencional que genera una buena

eficiencia. Sin embargo, no es selectivo y se obtiene un alto contenido de subproductos
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que pueden acelerar la degradacion de las antocianinas [11]. Recientemente, se han
propuesto diferentes técnicas de extraccion alternativas, como la extraccion asistida por
radiacion con microondas (EAM) [12] y el método de extraccion-fermentacion
simultanea usando levaduras (EFS) [13]. Estos procesos permiten una extraccion de los
compuestos de interés con mayor eficiencia, selectividad, bajo consumo de disolventes
0 ausencia de ellos, y un alto nivel de automatizacion [14,15].

En este sentido, el objetivo de este estudio fue evaluar y comparar la eficiencia de tres
metodologias de extraccién de los polifenoles tipo antocianina presentes en la céscara
en el fruto de Eugenia malaccensis, mediante las técnicas ES, EAM y EFS, y
caracterizar sus componentes mayoritarios mediante la técnica HPLC-ESI-MS.

Materiales y métodos

El trabajo experimental se desarrollo en el Laboratorio de Productos Naturales del
Departamento Quimica de la Universidad de Narifio, municipio de San Juan de Pasto-
Colombia. La planta de pomarroso fue caracterizada en el herbario de dicha
Universidad, bajo el codigo 1D:593 como Eugenia malaccensis.

Los diferentes solventes usados en la extraccion de los analitos de interés, asi como los
reactivos o catalizadores empleados en el desarrollo de las reacciones y los patrones
utilizados en su cuantificacion fueron grado analitico o estandar, de las marcas Sigma-
Aldrich Inc., Merck KGaA, y PanReac AppliChem.

Materias primas vegetales

Las muestras del fruto estudiado, fueron recolectadas en el municipio de Puerto Asis del
departamento del Putumayo, Colombia durante el mes de agosto, época mas célida del
afio donde existe la mayor produccion del fruto. EI muestreo fue realizado de forma
aleatoria en una hectarea de terreno y se selecciona una cantidad de 10 frutos por cada
arbol silvestre. La seleccion se realizd teniendo en cuenta el mayor estado de

maduracion del fruto (tonalidad de color méas intensa).

En total se cosecharon 5 Kg de frutos, estos fueron lavados con hipoclorito de sodio al
2% Yy secados a temperatura ambiente (temperatura promedio de 25°C y humedad
relativa de 80%) durante 6 h. Finalmente fueron empacados y trasportados hasta el

laboratorio de Productos Naturales, manteniendo una temperatura no mayor a 4°C.
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Obtencion de los extractos crudos ricos en antocianinas

Los procesos de extraccion se realizaron siguiendo un disefio experimental
aleatoriamente comparativo con 3 unidades experimentales establecidas en el presente
estudio. Las variables dependientes adoptadas fueron los tres métodos de extraccion ES,
EAM y EFS, y las variables dependientes estudiadas fueron el contenido de fenoles
totales, antocianinas monoméricas y poliméricas. En este estudio cada unidad
experimental correspondia a un lote de procesamiento independiente de 100 g de
cascara del fruto de Eugenia malaccensis, los cuales se obtuvieron realizando cortes

manuales.

Extraccion con solventes (ES)

La extraccion convencional se realiz siguiendo la metodologia propuesta por Fan y
colaboradores [15] con algunas modificaciones. Las muestras se maceraron durante 24
horas a través de 8 ciclos extractivos, a temperatura ambiente y en ausencia de luz. En
cada ciclo fueron usados 500 mL de una solucion de &cido clorhidrico 0.05 N y etanol
95% en relacion 15:85. Una vez finalizados los ciclos extractivos se conformo un unico
extracto, se filtr6 y se llevd a sequedad a 40°C por medio de un rotaevaporador
Laborota 4000-Heidolph, Alemania.

Extraccion asistida con microondas (EAM)

El extracto crudo obtenido por EAM se obtuvo siguiendo la metodologia propuesta por
Yang & Zhai [16]. La cascara del fruto se introdujo en un balén provisto de un sistema
de refrigeracion al cual se le adicionaron 500 mL de una solucion de &cido clorhidrico
1.5 M vy etanol 95%, en relacion 15:85. Luego se calentd en un equipo microondas
Inverter NN-ST965SRPH (Panasonic, México) en un tiempo de 19 min, a una potencia
de 555 W. Se aplicaron 8 ciclos extractivos bajo las mismas condiciones. Se conformé
un Unico extracto, se filtro y se llevo a sequedad a 40°C por medio de un rotaevaporador
Laborota 4000-Heidolph, Alemania.

Extraccion-fermentacion simultinea (EFS)

En este caso el extracto crudo se obtuvo mediante la fermentacion alcohdlica de la
muestra, usando levaduras mediante la metodologia propuesta por Fan y colaboradores
[15]. La cascara del fruto se lava con agua destilada y se macerd con 500 mL solucion
de &cido citrico estéril inoculado con 4 g de Saccharomyces cerevisinas, permitiendo
una fermentacion por 72 h a una temperatura controlada de 30°C. Se aplicaron 8 ciclos

extractivos bajo las mismas condiciones. Se conformd un unico extracto, se filtro,
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concentré a 40°C y centrifug6 en una centrifuga Universal 320 R-Hettich, Alemania a
1776 rpm.

Analisis del contenido de fenoles totales

El contenido total de fenoles fue determinado mediante el método Folin-Ciocalteu [17].
Para cada extracto se midié la absorbancia a 765 nm en un espectrofotometro UV/VIS
V-503 (Jasco, Japdn). Previamente se construyd una curva de calibracion utilizando
soluciones patrén de 50, 100, 150, 250 y 500 ppm de &cido galico, encontrandose un
coeficiente de correlacion R?=0,999 7. Los resultados de los analisis se expresaron en

mg de acido galico/100 g de fruta.

Evaluacion del contenido de antocianinas monoméricas

El contenido total de antocianinas monomeéricas en los diferentes extractos se determind
mediante el método de pH diferencial [11]. Se usé un espectrofotometro UV/VIS V-503
(Jasco, Japon) para medir las absorbancias a 520 y 700 nm en las muestras, con un paso
Optico de 1 cm de espesor. El contenido de antocianinas monomeéricas se expresé como
equivalentes de cianidina-3-glucosido/100g de muestra. Para el calculo se utilizd las

siguientes expresiones matematicas.
A= (AL — ‘qﬁ?mjp;ﬂ — (Ah g _ﬂﬁmujgma

(A* PM = FD = 1000)
g+l

Antocianinas monomericas (mg f L) =

donde

Amax: 518nm,

FD: factor de dilucion,

PM: masa molecular de cianidina-3-glucosido (449.2g/mol),

€: Absortividad molar de cianidina-3-glucosido= (26900Lmolcm™),
I: espesor de la celda.

Evaluacion del contenido de antocianinas poliméricas

El contenido total de antocianinas poliméricas o color polimérico en los diferentes
extractos se estimd usando la metodologia reportada por Lotfi y colaboradores [18],
realizando ensayos de decoloracion con Na»S:0s. Igualmente se usG un
espectrofotometro UV/VIS V-503 (Jasco, Japon) para medir las absorbancias a 520 y

700 nm. Los resultados se expresaron como porcentaje de color polimérico.
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Determinacion de Ia eficiencia de extraccion

En los diferentes extractos se utilizaron como variables de respuesta: fenoles totales,
cantidad de antocianinas monomeéricas y cantidad de antocianinas poliméricas. Los
datos se analizaron mediante el software estadistico Statgraphics Centurion XVI
(Statgraphics Technologies, Inc., EEUU). Para identificar las diferencias significativas
(P < 0,05) se uso el anélisis de varianza (ANOVA-simple) y la prueba de contrastes de
Tukey HSD. Todos los experimentos fueron llevados a cabo por triplicado. Los

resultados se expresaron como promedio + desviacidn estandar (n = 3).

Purificacion del extracto crudo

Para purificar el extracto crudo con mayor contenido fenélico, inicialmente se elimind
la presencia de compuestos lipofilicos y medianamente polares. Para esto se realiz6 una
separacion con solventes usando una mezcla de 50 mL de agua destilada/ 20 mL de n-
hexano/ 20 mL de acetato de etilo. La fase acuosa obtenida se cargo sobre una columna
cromatografica empacada con amberlita XAD-7 (Sigma-Aldrich, EEUU), la fase movil
utilizada en la elucion de los compuestos incoloros de baja polaridad fue agua destilada,
y finalmente el extracto rico en antocianinas retenido en la columna se eluy6é con una
solucion de etanol 95 % / HCI 0,05N en relacion 85:15, y el extracto obtenido

posteriormente se concentro hasta sequedad.

Una vez seco el extracto, se realiz0 un fraccionamiento de las antocianinas
monoméricas y poliméricas mediante cromatografia de exclusion por tamafio, utilizando
como fase estacionaria Lipophilic Sephadex LH-20 (Amersham Pharmacia Biotech Co.,
Ltd., Suecia). Y como fase movil metanol / acido férmico al 0,1 % en relacion 1:4.
Finalmente, el extracto de antocianinas poliméricas se eluyo con acetona/acido férmico
al 0,1% en relacién 2:1, concentradas a 40°C [17].

Caracterizacion de las antocianinas monoméricas por cromatografia liquida de alta
eficiencia acoplada a espectrometria de masas (HPLC-ESI-MS)

La separacion e identificacion de las antocianinas por HPLC se realiza adaptando las
condiciones reportadas por He y colaboradores [17]. Inicialmente las muestras se
filtraron a través de un filtro de nylon de 0.45 pum (Sigma Aldrich, EE. UU.) y se
inyectaron (5 pL) en un equipo de cromatografia LC-MS 2010 (Shimadzu, Japon),
equipado con una bomba cuaternaria, detector de arreglo de diodos UV-vis y software

Shimadzu LC-MS para el procesamiento de datos.
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Para el analisis por espectrometria de masas se utilizé un equipo LC 2010 (Shimadzu,
Japon). El equipo oper6 a una temperatura de 230°C, con un voltaje del detector de

1,95 kV en un rango de 50-800 m/z y un flujo de gas nebulizador de 1,5 L/min.

La mezcla de solventes usada fue la siguiente: agua, acetonitrilo y acido férmico en
relacion 87:3:10 (eluyente A) y una mezcla de agua, acetonitrilo y &cido formico en
relacion 40:50:10 (eluyente B). Los compuestos se separaron en una columna Kinetex
C18 de 150 x 2,1 mm y 2,6 um de tamafio de particula (Phenomenex, EEUU) a una
temperatura 25 °C y flujo de 0,4 ml / min. El gradiente de elucién usado en el método
cromatografico fue el siguiente: 6-20 % B (0-10 min), 20-40 % B (10-20 min), 40-50 %
B (20-30 min) y 50-60 % (30-35 min). El tiempo de equilibrio entre corridas fue de 10

min. Las antocianinas fueron detectadas a 520 nm.

Resultados y discusion

Comparacion de las eficiencias de extraccion
El criterio de seleccion del mejor método de extraccion se baso en la metodologia que
ofrecio la recuperacion mas alta y donde la degradacion de las antocianinas se evidencia

por la variacion de la coloracion [19].

En andlisis de polifenoles y antocianinas, la extraccion con solventes es el paso inicial,
previo a la cuantificacion, purificacion, separacion y caracterizacion [19]. La estabilidad
de estos compuestos fenolicos es facilmente afectada por las condiciones de extraccion
[20,21], modificando asi los resultados en cuanto a estos rendimientos. La tabla 1
muestra las variables respuesta que se tuvieron en cuenta en la evaluacion de la

eficiencia de extraccion entre las tres metodologias estudiadas.

Tabla 1. Comparacion de la eficiencia de extraccion de los métodos no convencionales
(EAM y EFS) con la extraccidn con solventes (es)
Método de extraccion

Variable de respuesta ES EAM EFS

Extracto crudo (%) 10,3 + 0,6% 7,9+0,3° 7,0+ 0,5°
Fenoles totales 332,30 + 4,48 | 263,68 + 4.62° | 200,68 + 4,72°
(mg de é&cido galico/100 g de

fruta.)

Antocianinas monomericas 58,09 + 1.97% |26,94 +1,22° | 79,71 +1.54°
(mg de cianidina-3-glucésido /

100 g de fruto)

Antocianinas poliméricas (%) 8,66 * 0,26% 8,45 £ 0,312 10,63 + 0,4°

Letras distintas en la misma fila indican diferencias significativas (P < 0,05).
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En la comparacion de las eficiencias de extraccion de los métodos no convencionales
(EAM y EFS) con la extraccion con solventes (ES), se observo que esta Ultima obtuvo
el mayor rendimiento en el parametro cantidad de extracto crudo y fenoles totales. Estos
resultados son coherentes si se tiene en cuenta que a menudo se utiliza esta metodologia
como método de referencia y de comparacion, en el desarrollo u optimizacién de
metodologias de extraccion de polifenoles y antocianinas [11]. Sin embargo, al evaluar
el contenido de antocianinas monoméricas y poliméricas, los resultados expresaron que
la metodologia con mayor eficiencia fue EFS, la cual mostré una mayor selectividad en
la extraccion de compuestos tipo antocianina y es la técnica mas inofensiva en la
extraccion de las fracciones monomeéricas y poliméricas en comparacion la metodologia
EAM.

Si bien el contenido de fenoles totales en la metodologia EAM es mayor en
comparacion con la metodologia EFS, los resultados en cuanto a la cantidad de
antocianinas monomericas indican que esta metodologia genera menor estabilidad en la
extraccion de estas. Segun Kerio y colaboradores [19], la aplicacién prolongada de
microondas puede conducir a la degradacion de los compuestos de interés por el
sobrecalentamiento del sistema soluto /solvente, lo que podria explicar lo observado en
cuanto al rendimiento del contenido de antocianinas monoméricas. Lo anterior
concuerda también con lo observado en la extraccion de antocianinas monoméricas de
Cassis (Ribes nigrum L.) con menores rendimientos de extraccion y tiempos exposicion

prolongados a radiacion de microondas [22].

Por otra parte, por el método de extraccion-fermentacion simultanea se podria obtener
antocianinas con mayor grado de pureza en comparacion a las extraidas con solventes.
Las levaduras durante el proceso de fermentacion, ademéas de producir etanol y CO; a
partir de los azUcares del fruto, también producen alcoholes superiores, éteres etilicos,
acidos grasos y acetatos. Estos metabolitos se pueden combinar con antocianinas y
formar piroantocianinas que son mas estables que las antocianinas [15], mejorando asi

la selectividad en los procesos de extraccion y mejorando los rendimientos.

El contenido de antocianinas monoméricas totales reportado en el fruto de Eugenia
malaccensis, obtenidos por el método de EFS cuyos valores son reportados en la tabla 1,
que fue la metodologia presentd mejores resultados, cuando comparado con otros frutos
reportados en la literatura, y obtenidos por la metodologia convencional de extraccién

con solventes, se puede evidenciar que sus valores se encuentran por debajo para el
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fruto Acai de Colombia (Euterpe oleracea mart) con un valor de 268,5 mg de cianidina-
3-glucosido/100 g de agai [23]. Sin embargo, el contendido de antocianinas encontrado
en fresas del Brasil (Fragaria x Ananassa) fue mayor, debido a que este fruto presentd
valores de 14,69 mg cianidina-3-gluc6sido/100 g de fresa [24]. De igual manera, en
comparacion con frutos como la mora (Morusnigra), uva (Vitisvinifera)y berenjena lila
(Solana melonera L.); el fruto de Eugenia malaccensis presentd también un contendido
mayor de antocianinas monoméricas con valores reportados de: 41,48; 30,9 y 2,78 mg
cianidina-3-gluctsido/100 g de fruto, respectivamente [25,26]. Estos resultados indican
que el fruto de Eugenia malaccensis se ubica entre las fuentes de uso comun, con
contenidos aceptables de compuestos antocianinicos, que pueden ser extraidos
utilizando EFS. Esta metodologia presenta ventajas como mayor eficiencia de
extraccion de los metabolitos de interés y menor gasto de solventes, colocando al
método en ventaja sobre metodologias convencionales, y generando asi un enorme

potencial sobre su aprovechamiento agroindustrial.

Anadlisis HPLC-ESI-MS de Ias antocianinas monoméricas

Debido a que los métodos de extraccion propuestos no son selectivos para la obtencion
unicamente de antocianinas, se implementd la técnica de purificacion mencionada
anteriormente. La muestra aislada por EFS se cargo a la columna de Amberlita XAD-7,
la cual retiene compuestos polifenolicos (antociainas) y eluyen otros componentes
(azUcares, acidos fendlicos, etc) que no son de interés en esta investigacion, aislando
finalmente un extracto rico en antocianinas (ERA). Una vez eliminado el solvente, las
antocianinas se analizaron por HPLC-DAD y por HPLC-ESI-MS.

En la figura 1 se muestra el perfil HPLC-DAD registrado para ERA. En éste se
observan fundamentalmente tres sefiales principales, que comparadas con la literatura,
pueden corresponder a las antocianinas mayoritarias presentes en el extracto analizado,
compuestos a, b y ¢. El analisis por HPLC-ESI-MS permitié obtener los espectros de
masas para cada compuesto (figura 2). La identificacion se realiz6 comparando su

tiempo de retencion y peso molecular con los datos de la literatura [16].
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Fig. 1. Perfil cromatografico HPLC-DAD obtenido para el extracto rico en antocianinas
monoméricas (ERA)
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Fig. 2. Espectros de masas en modo positivo de las antocianinas mayoritarias del ERA aislado del
fruto de Eugenia malaccensis: (A) compuesto a, (B) compuesto b, (C) compuesto ¢

Para el compuesto (a) se encontr6 un maximo de absorcion en 518 nm, que es
caracteristico de las antocianinas. Adicionalmente el espectro de masas (figura 2A) de
este compuesto muestra un i6n pseudomolecular m/z 611, que corresponde a la

cianidina-di-hexosido. Ademas, de la presencia de la agliconacianidina por el ion
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fragmento m/z 287, que se puede fragmentar debido a la pérdida de dos hexosas,
glucosa y/o galactosa [M+H-162-162]. Estos resultados fueron comparados con otros
estudios como Ammar y colaboradores [25] y Hao y colaboradores [26] que

encontraron patrones de fragmentacion para este tipo de molécula.

En la figura 2B se muestra el espectro de masas para la sefial cromatografica “b”
(figura 1). Este compuesto presentd un maximo de absorcion en 517 nmy en el espectro
de masas (figura 2b) se observo una sefial con una relacion m/z de 449, caracteristica
del i6n pseudomolecular [M+H]". Este ion esta en concordancia con la masa de la
cianidina-3-hexosido. El ion fragmento m/z 287 podria corresponder a una unidad de
cianidina que se genera por la pérdida de una unidad de azOcar de 162
uma [M+H-162]"[27].

Finalmente, para el compuesto (c) con un maximo de absorcioén en 517 nm, el espectro
de masas (Figura 2C) muestra un i6n pseudomolecular igual al obtenido para el
compuesto (b) (m/z 449). Por su ion fragmento m/z 287 este compuesto tambien tiene
como aglicona la cianidina, la cual se genera por la pérdida de una hexosa (glucosa o
galactosa) [27-29].

Dado que los patrones de fragmentacion de las sefiales cromatogréaficas b y ¢ mostraron
un comportamiento semejante, la caracterizacion de los posibles componentes
mayoritarios se complementd teniendo en cuenta los tiempos de retencion. Se sabe que
las cianidina-3-galactosido y cianidina-3-glucosido eluyen en diferentes tiempos de
retencion [30]. Debido a que la sefial cromatografica “b” mostrd un menor tiempo que
la sefial cromatografica “c”, esta Ultima se asign6 como posible compuesto a la
cianidina-3-galactésido y el compuesto (b) a la cianidina-3-glucésido. Este
comportamiento ya se ha observado en otros estudios, en donde reportan el siguiente
orden de elusion: galactésido, seguido por glucésido, arabindsido y por ultimo xilésido
[30]. Lo anteriormente mencionado también fue observado para la asignacion
estructural de diferentes cianidinas obtenidas de extractos de maiz morado (Zea mays

L.) [31] y en diferentes variedades de arandanos [27] .
Asi, el analisis por HPLC-ESI-MS permitio identificar tres derivados de cianidina:
cianidina-di-hexosido, cianidina-3-glucésido y cianidina-3-galactésido. Este tipo de

antocianidina es muy comun en diferentes frutos de la familia Mirtaceae [23,30-33].
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Conclusiones

En la comparacion de la eficiencia de extraccion de los métodos estudiados (ES,
EAM y EFS), se observd que la extraccion convencional (ES) obtuvo el mayor
rendimiento en cuanto a la cantidad de extracto crudo con un valor porcentual de
10,3 + 0,6 y fenoles totales 332,30 + 4,48 medidos en mg de acido gélico/100 g de
fruta. Sin embargo, al evaluar el contenido de antocianinas monoméricas y
poliméricas, los resultados expresaron que la metodologia con mayor eficiencia fue la
extraccion con fermentacion simultanea (EFS), la cual mostr6 una mayor
selectividad en la extraccion de compuestos tipo antocianina con valores de 79,71 +
1,54 mg de cianidina-3-glucdésido /100 g de fruto y 10,63 + 0,4 en porcentaje de color

polimérico.

Parametros que indicaron una mayor selectividad de este método, por lo tanto fue
escogido como el mas adecuado para la extraccion de este tipo de componentes. En el
perfil obtenido por HPLC-ESI-MS se evidencio la aparicion de tres sefales
principales, cada una de estas sefiales fueron analizadas de manera individual
mediante espectrometria de masas, encontrdndose como posibles compuestos

mayoritarios: cianidina-di-hexosido, cianidina-3-glucosido y cianidina-3-galactosido.
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