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Estudio del perfil de antocianinas en frambuesa negra (Rubus niveus) utilizando la

LXIX Convencion

técnica de Cromatografia Liquida de Alta Definicién (HPLC) y Espectrofotometria
UV-VIS (pH diferencial).

[Study of the profile of anthocyanins in black raspberry (Rubus niveus) using the technique of High Definition
Liquid Chromatography (HPLC) and UV-VIS Spectrophotometry (pH Differential)]
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Rubus niveus
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Antocianinas
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Gly = Glycosyl residues
I. Pigmentos naturales presentes en los vegetales que 2. Estructuras quimicas mixtas y glicosidadas
poseen diversas funciones y beneficios en plantas y pertenecientes al grupo de los flavonoides.

animales.
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Metodologia

1. Recoleccion, traslado y refrigeracion de la muestra.

\

Extraer las antocianinas del fruto de la especie Rubus niveus Thunb

con metanol al 95% acidificado a pH 3.0 con Acido citrico 1 M.

I

Tomar 3-4 gramos de muestra se sumergen en 9-12 ml de metanol
acidificado y triturar con un mortero.

i

Dejar reposar el macerado en el refrigerador por 48 horas.

I

Filtrar el metanol al vacio a través de un papel de filtro, embudo
Buchner, un Kitasato y una bomba de vacio.

1

Obtener el extracto puro de antocianinas, reajustar el pH y diluircon

agua destilada para medir la Amax del extracto.

4

2. Cuantificacion de antocianinas totales
mediante la técnica espectrofotométrica
del pH diferencial.

3. ldentificacion de antocianinas
mediante Cromatografia Liquida
de Alta Definicién (HPLC)

1L

I

Determinar el factor de dilucidéndela
muestra.

I

Definir el sistema de solventes a
utilizar mediante Cromatografia en
CapaFina (CCF).

Prepararun tampén de KCI ajustado a pH
1.0 con HCly un tampdn de CH3COONa
ajustado pH 4.5 con CHaCOOH.

1

it

Eluirla muestra a través de un
Cromatografo Liquido de Alta
Resolucidna 520 nm.

Calcular la absorbancia diferencial entre
ambas soluciones tamponadas.

1

Registrarlos cromatogramas y
compararios con otros que se
hayan obtenido en condiciones
similares.




Resultados pH diferencial

Para identificar el espectro caracteristico de las antocianinas (Amax de 500-550nm), se realizé un
~espectro de absorbancia maxima para determina la longitud de onda del extracto puro.

. Longitud de onda maxima del extracto puro de
antocianinas.
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La Amax determinada en el espectro de absorcion maxima fue de 508 nm. El valor de la
absorbancia en esta longitud de onda se utilizé posteriormente para el método del pH diferencial.



Resultados pH diferencial

Espectro de Absorbancia de Antocianinaa pH 1.0y pH 4.5
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ABS5gnm: ABS700nm: ABS, ;1 0 ABS5gnm: ABS00nm: ABS, 45 AABS Antocianinas Antocianinas
pHL.0 pHL.0 Ph45 Ph4.5 Totales(mg/It) Totales
(mg/100 gr)
1,688 0,004 1,684 0,156 0,008 0,148 1,536 769,48 17,04
1,703 0,007 1,696 0,157 0,006 0,151 1,545 773,99 17,15
1,697 0,006 1,691 0,160 0,007 0,153 1,538 770,48 17,07
Promedio 771,32 17,09




Resultados HPLC

En primer lugar, se llevd a cabo una cromatografia en capa fina (CCF) con dos solventes
(eluyentes) disponibles: metanol al 30% (MeOH 30%) y 4% acido fosforico/acetonitrilo (9:1 v/v)
. [4% H;PO,/CH;CN (9:1 viv)].

Se escogié el metanol al 30% como solvente (eluyente) para el HPLC, debido a que la
separacion en CCF se observo con mayor claridad.



Resultados HPLC
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Perfiles cromatograficos y sus tiempos de retencion (reportados por Céta y otros, 2016.
Link: https://hrcak.srce.hr/file/229706)
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Perfil cromatografico de la antocianina identificada en Rubus niveus (Tr: 11,1 minutos)
que corresponde a Cianidina-3-rutinésido.






