
Di r ecci ó n:Di r ecci ó n:  Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :Co nta cto :  digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis de Posgrado

Estudio de la composición químicaEstudio de la composición química
del fruto maduro de "calafate"del fruto maduro de "calafate"

(Berberis buxifolia LAM.)(Berberis buxifolia LAM.)

Sztarker, Norberto Daniel

1974

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Químicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:
Sztarker, Norberto Daniel. (1974). Estudio de la composición química del fruto maduro de
"calafate" (Berberis buxifolia LAM.). Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1462_Sztarker.pdf

Cita tipo Chicago:
Sztarker, Norberto Daniel. "Estudio de la composición química del fruto maduro de "calafate"
(Berberis buxifolia LAM.)". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Universidad de Buenos Aires. 1974.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1462_Sztarker.pdf

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1462_Sztarker.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1462_Sztarker.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


(HHVERSDAD DE BUENOS AmES

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

ESTUDIO DE LA COMPOSICION QUIMICA

DEL FRUTO MADURO DE "‘CALAFATE”

(Bertberis buxifolia LAM.)

Norberto Daniel Sztarker
1974



UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

FACULTAD DE CII'ZNCIAS EXACTAS Y {-MUMFS

ESTUDIO DE Lk CMPOSICION QUIMICA DEL FRUTO MADURODE "CI-MATE"

(BEBES BUXIFOLHLam)

Tesis presentada para optar al título de

DOCTOR EN CINCIA'S QUIMICAS

1974



Agradezco al Profesor Dr. Pedro

Cattaneo, Director de Tesis y

Consejero de Estudios, quien con

ou ejemplo y estímulo hizo posi­

ble la realización de este tra­

baj o.



Agradezco también:

—A 1a Dra. Maria Helena Bertoni sus enseñanzas y constante colt ­

boración.

- A la. Dra. Alicia Beatriz Pom_i]iopor su asesoramiento para la

deteminación de antocianas.

- A la Dra. Inge I-íarïa E. Thiel 1a colaboración prestada en la

identificación de hidratos de carbono.

- A la Dra. Maria Susana Vigo y demás miembros de Bromatología

su amistad.



:7;mis Padres



INTRODUCCION



La familia Berhgridaceae conste de dos subfamilias: Berberidiodeae

que comprendelos géneros: Nandina, Berberis, Mahonia,Mania, galg­

pgïllum, Leontice, Bon rdia, Vancouveria, Epigedium (incl. Acerantngg),

Pla 'obe , Jeffersonia y Podopgxlloideae que comprende: Eggoggxllum

(incl. Disosma), Dipgxlleia, ¿salga según Janchen‘.

Son plantas herbáceas o arbustivas, inermes o espinosas con hojas

persistentes o caedizas, alternas, simples o compuestas, enteras o espi­

noso dentadas, pecioladas. Flores actinimorfas, hermafroditas, solitarias,

en fascículos, cimas o panofas. Sépalos y pétalos de prefloración imbri­

cada, dispuestas generalmente en verticilios trimeros formando dos o mas

ciclos. Estambreslibres en igual númeroque los pétalos, enteras dehis­

centes por dos valvas superiores mas raramente uniValvas o de dehiscen­

cia longitudinal, ovario súpero unilocular, paudhi o pluriovulado, estilo

presente o nulo; estigma copetado, fruto, baya, cápsula dehiscente o in­

dehiscente. Unas 200 especies distribuidas en amboshemisferiosz.

Las Berbsridacgas están representadas exclusiVamente por el género

Berberis en la República Argentina.

Distribucion ggogrggiea de las especies de Berberis en la República

Argentina­

Las especies de Berbgris de 1a República Argentina están distribui­

das entre dos centros importantes, el del norte que corresponde a la Sel­

va subtropical tucumano-boliviana, y el segundo que corresponde a la Este­

pa patagonica y Bosques subantárticos, continuándose por el Desierto andi­



no hasta los 30° de latitud sur. Este segundo contro es notable ¡norel

númerode especies y por la abundancia de individuos. Encontrándose es­

pecies endémicas en esta región, tales comoB. Comberi haJlado en el ce­

rro Lotena en el territorio de Neuquén,las especies mas tipicas de la

región del lago Nahuel Huapí son g. heteromflla, ï_3_.buxifolia, g. D¿r­

11g, B. linearifolia y g. barilochensis. Q. heteroghxlla se extiende

desde el rio Z-Iegro,en la Provincia del mismonombre, hasta Tierra del

Fuego. Vegeta en suelos muyrsecos y arenosos, formando matorrales raqui­

ticos al sudoeste y se lo encuentra también en la cordillera de Aculco,

del lado chileno.

Berberis bug olía. alcanza un limite másseptentrional, pues llega a los

38° al norte del territorio de Neuquén, creciendo en suelo humifero, en

sitios rupestres o intrincados, tanto en las estepas comoen los bosques.

g. empetgg'glia se extiende por toda la estepa patagónica, en las arenas

móviles del litoral xnagallánico, en las estepas arenosas y pedregosas y

hasta las morenasde la costa sm'. Se continúa hacia el norte por el De­

sierto andino hasta los 30° en las provincias de San Juan y La Rioja. Es

comúnen Chile y se lo encuentra hasta en Bolivia.

En el limite norte de los Bosques sbantárticos, próximo a Puerto

Blest en suelos húmedosy pantanosos y bosques bajos de 1a cordillera

argentino-chilena, se halla g. 1;ngarifolia, particularmente a orillas

del lago Nahuel Huapi del lado argentino y lago Banco en Chile, se en­

cuentra también en el Estrecho de Magallanes.

En la región boscosa vecina al lago Nahuel Huapí, crecen g. Montanay jj.



Cubrerae hallándose también el primero en Colchagua del lado Chileno.

En el extremo norte de los Bosques subantárticos hacia los 37o

de latitud y al norte del territorio de Neuquén,correspondiente a la

cordillera de Chillan en Chile, tenemosB. chillanensis.

En bosques espesos con suelo humifero, hasta los 45° habitan n...;.­

Pearcei y g. Darwinii, soportando este último suelos secos, pedregosos

y lomas de tosca.

En bosques bajos y proximidades del cerro Otto crece g. Parodii.

Todas estas especies pueden agruparse comosigue:

19- Especies exclusivas de la Selva Valdiviana: B. barilochensis,

g. Parodii, Q. Chillanensis, g. lologensis, g. Cabrerae, g. Montana,E.

lineagifolia.

29- Especies de los Bosques australes: g. Darwinii, g. Pearcei.

39- Especies del Desierto andino y Estepa patagónica: g. bugigg­

lia, E. emetrifolia, B. cuneata, g. heteroggxllaB.

Descripción de la especie Berberis buxifolia Lam.

Nombrewlgar: Calafate, michay.

Arbusto de follaje tupido, glabro, de 1-1,50 m aproximadamentede

altura, con ramas rectas o ligeramente sinuosas, fuertes, leñosas, con

nudos muypronunciados e internodios de 8-15 mmde largo;lcño blanco con

radios medulares abundantes y corteza resquebrajada, gris negruzca en

las ramas viejas y rojo vinoso en las jóvenes. Braquiblastos de 2-3 mm'

de largo, rodeados de numerosas brácteas de color rojo vinoso que con­

juntamente con los restos de peciolo que quedan a la caida de las hojas



aparecen en el tallo comoprotuberancias nudosas que le comunican a este

un aspecto tortuoso.

Espinas trifidas tanto o más largas que las hojas de 1-1,5 cmde

largo, la ramificación mediana, por O,8-1,2 cmlas laterales, a veces se

reducen tanto que a simple vista se presentan comoI-fidas, en efecto,

la central mide 1 cmy las laterales 1-2 mm,esto ocurre particularmente

en el extremo de las ramas. Son de color castaño claro, algo rojizo, li­

sas, fuertemente acanaladas en su cara inferior, ensanchadas en su base.

Hojas coriaïceas, ovales u obovoides, subsesibles, decurrentes por

el peciolo, de O,8-2,5 cm de largo por 0,5-1 cmde ancho, incluyendo un

peciolo de 1-2 mmde largo, provisto a veces de pequeñas papilas. Verde

lustroso en la cara superior y verde opaco, algo masclaro, en la infe­

rior, borde entero , ligeramente engrosado en la cara inferior, macro­

nadas, retinervadas, un nervio central bien pronunciadoy un reticulo

mas fino pero perfectamente visible sin aumento. Dispuestas en númerode

6-10 en cada nudo, arrosetadas, cubriendo a veces casi por completo el

tallo.

Flores simples, solitarias, sobrepasando escasamente las hojas, de

10-12 mmde diámetro, formadas por 3 sépalos obovoides de ó mmde largo

por 4 mmde ancho, con un nervio mediano trifurcado en el extremo supe­

rior y cuatro laterales no ramificadas, alcanzandolos exteriores la

mitad de la longitud del sépalo; tres pétalos en forma de pera de 9 mm

de largo y G mmde ancho, con la base estrechada y el ápice perfectamen­

te obtuso, provisto de 7 nervios tenues, muyramificados, divergentes,
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que cubren toda la superficie; 6 pétalos interiores de la mismaforma dc

5 mmde largo por 4 mmde ancho con dos nectarios fusiformes, simples,

que ocupanla cuarta parte de la longitud del pétalo, con cinco nervios

ramificados y muytenues; ó estambres no apendieulados, de 4,51mn de

largo por 0,7 de ancho, débilmente ensanchadas en la base de la antera

y de ápice redondeado. Gineceo subgloboso de 4 mmde largo por 2 mmde

ancho, con estigma sésil, articulado en un pedicelo de 1-2,3 cmde lar­

go, generalmente péndulos.

Baya esférica, negro vinoso, con fuerte rocio glauco que le comuni­

ca un viso azulado, de 1 cm aproximadamente de diámetro, con estigma sé­

sil engrosado, pequeño, de 1,5 mmde diametro, umbilicado y papiloso.

Contiene 8-11 semillas castaño rojizo, semilunares con una cara convexa

y dos cóneavas formando una carena, punto de inserción estrechado y re­

dondeada el extremo opuesto, de 5mmde largo por 2 mmde anch03.

Utilización de frutos madurosde especies de Berberis

La infonmación que se acompañaha sido tomada de la obra "Plan­

tas indigenas de la Argentina con frutos o semillas comestibles" de Ra­

gonese y Martinez CrovettOA, ampliada en la medida en que fue posible la

consulta de los articulos originales por ellos mencionados.

Los de Berbegis bggigolia (bosques cordilleranos entre los 37° y

45° de latitud sur) son de sabor dulce y agradable y se utilizan para

preparar una bebida semejante al vino con el agregado de azúbar (sin du­

da para aumentar la concentración alcohólica por fermentación). No obstante



según información del Perito Francisco P. Morenorecogida por P. J. Ara­

ta14 se asegura que lo anterior no es exacto y el único uso que tienen

dichas frutas es el servir a la preparación de una especie de guindado

echandolas en caña, anís, etc.. Según Reiches en Punta Arenas y otros

lugares se la empleapara preparar dulces y jarabes. Y de acuerdo a

Obtes6 conjuntamente con los frutos de g. cuneata D. G. (alrededores de

San Julián) y g. heteroggxlla Juss (costa patagónica), los modernospa­

tagones los empleaban para preparar una mezcla con agua de jugos de sus

frutos. Los de g. Darwinii Hook(cordillera patagóhica) son comestibles

y se utilizan para preparar una especie de vino; los de g. emnetrifolia

Lam(parteaustralde la cordillera de los Andeshasta Mendoza)son bayas

earnosas y sabrosas según Spegazzini 7; los de g. flexuosa Ruiz et Pavon

(noreste argentino) son frutas dulces y comestibles y usados para colo­

rar vinos segun Spegazzinie; los de g. ggtgggpgxllg Juss (bosques andino

patagónicos) son según Hierónymus9comestibles y empleados por los in ­

dios para producir una bebida con el agregado de aguardiente; los de g.

ilicifglia Forat ( Patagonia austral y Tierra del Fuego)de acuerdo a J.

A. Dominguez, mencionado por Autran10 son comestibles; los de Q. laurina

Billb (noreste argentino-Uruguay) son de sabor agradable y se usan para

elaborar una especie de vino (Berro)11, los de g.linearifolia Ehil (re­

gión cordillerana de Neuquény Rio Negro)son comestibles según señala

Pérez Moreau12a igual que los de g. nigga? Job (bosques cordilleranos

de Río Negro, Chubut y Santa Cruz).



Los frutos de Q. ruscifoliu Lam(amplia distribución en el país)

se emplean en La Pampaen la preparación de una bebida alcohólica y se

consumenen forma directa de acuerdo a Monticelli13 y las de g. spinulo­

gg St. Hill (noroeste argentino) son comestibles y se empleanpara colo­

rar vino según Spegazzinis.
l

Estudios previos sobre B, buxifolia 1 otras especies de Berberis

La bibliografia contiene muypocas citas acerca de estudios reali­

zados sobre la especie a. buxigolia. Históricamenteal primero registra­

do pertenece a P.N. ¿rata14 quien realizó un estudio sobre madera de "Ca­

lafate" (aclarando el autor que hasta ese momentono se registraba nin­

gún antecedente). Según este trabajo la madera contiene 9,308 É de agua,

3,232 fl de extracto etéreo, del que 0,500 É corresponde a un cuerpo gra­

so que funde a 55° y el resto es una resina, "que no contiene glucosa",

tanino y un alcaloide (berberina), 1,140 %asignado a albúmina, almidón

y goma, 9,200 %de un extracto acuoso-clorhidrico que contendria clorhi­

drato de berberina y 73,600 fi de resto leñoso y cenizas. Sabemosde la

existencia de otro trabajo del mismoautor sobre la presencia de berbe­

rina en tallos foliáceos de g. bgzigolia, citado por J.A. Dominguez15,

pero debido a su antiguedad no fue posible la consulta de una copia ori­

ginal.

Unarticulo de Reichert16 sobre berberina y su extracción a par­

tir de la corteza de g. geruigii y E. buxifolia encuentra un rendimien­

to de 3,5-4 %de berberina en g. Mg y da un métodopara su extrac­

ción.



Desde entonces al presente sólo se registra un trabajo de Pomilio17
quien estudió las antocianas presentes en frutos madurosde g. buxifolia.

La identificación de las mismasrealizada con los métodos convencionales

demostró las siguientes antocianas: peonidina-B-glucósido, malvidina-3 ­

rutinósido, malvidina-B-glucósido, petunidina-B-rutinósido, petunidina­

3-glucósido, peonidina-B-rutinósido-S-glucósido, delfinidina-B-glucósido,

petunidina-B-rutinósido-5-glucósido y petunidinaPB-genciobiósido.

Habiendo ampliado la búsqueda a todas las especies del género 29;­

beris, lo siguiente es un resumende lo encontrado.
8

En 1920 O'Heal1 informó que en frutos de Berberis japoneses (?)

se encuentran pequeñas cantidades de ácido cítrico y cantidades mayores

de ácido málico y tartárico, y un contenido de azúcares reductores del

39,5 % sobre fruto seco.
19Un estudio sobre maderas de Bgrberis laurina informa sobre un

contenido en glúcidos del 21,89 fl, taninos 5,18 fl, hidrastina 1,40 S,

berberina (extracto alcohólico) 2,50 fi, nitrógeno total 1,15 fi, celu­

losa y lignina 52,73 fi, cenizas 3,50 5%.

Unanálisis sobre hojas de g. vulgariszo da el siguiente conteni­

do porcentual: alcaloides 0,08-0,18, taninos 2,2, azúcares 5,2, azüca —

res aldehídicoa 0,67, trazas de aceites esenciales, lípidos 4, humedad

13,62, cenizas 4,5 y vitamina K 0,6 7€.

Sobre frutos de Q. galgggig existe citado en el Chemical Abstracts

un trabajo de E. Tomaszewskay M. Tomaszewski21que infonna haber reali­

zado un estudio sobre la composición general del fruto, pero lamentable­



-mente no se infonna en ese resumen los resultados observados y ha side

imposible obtener una copia del mismo.

De los autores hindúes Gupta22'23 hemos obtenido datos de interés

en cuanto a la composición en azúcares y ácidos orgánicos de 2. ligigg,

mediante cromatografias en papel informaron haber encontrado en el fru­

to glucosa y fructosa y solamente ácido málico.

Unarticulo reciente24 infonna que en frutos de g. vulgaris la ma­

yoria de los azúcares son monosacáridos y existe muypoca sacarosa (no

se dan valores cuantitativos).

Ademásdel mencionadoexisten otros tres trabajos sobre antocianos
25en el género Bgrbegis a saber: Murrell y Wolf encontraron cianidina-B­

glucósido en hojas otoñales de g. thumbergi. Sobre la mismaespecie y
26- .-27 observaron una concentraciónsobre g. galgggig, Mamaevy Semkina

máximade antocianos en primavera; los pigmentos principales resultaron

ser monoglucósidosde peonidina, cianidina y delfinidina.

Lo anterior es el total de artículos que informan sobre composi­

ción quimica del género Berberis, exceptuando alcaloides¡ sobre estos

últimos existe abundante información que permite realizar la siguiente

enumeraciónde los alcaloides encontrados al presente en el género 2g;­

Qggig: berbamina, berbamunina, berberenina, berbericina, berbaricinina,

berberina, berberis base A, berberis bese III, berberis base IV, berber­

rubina, berbalamina, bervulcina, columbamina,coptisina, dehidrocorida­

lina, himanthina,hidrastina, isotetrandina, jatrorrhizina, lambertina,



magniflorina, obamerina, obamegina,palmitina, tetrahidropalmitina, te­

trahidroshobakunina, vulracina28.



PARTE I

DISCUSIOZ‘I DE LA ï’ RTS EXPÏRIÉ-ÉFIÍTAL

¡J



Este estudio se refiere al examenquimico de composición de fru­

tos maduros de Begberis buxifolia procedentes de la región de Lago Ar­

gentino (Provincia de Santa Cruz), cosechados en Febrero de 1972 en las

costas próximas a la población de Calafate.

Comose expone en la Parte Experimental, los frutos debidamente

‘ preservados desde su cosecha hasta el análisis, se resolvieron manual­

mente en sus tres partes constitutivas principales, (cáscara, pulpa y

semilla) obteniéndose los siguientes valores porcentuales:

Semilla 23.4 %

Pelicula 4,6 %

Pulpa. 72,0 %

Previamentese establecieron algunos valores referentes a los frg

tos enteros, que comovalores promediofueron los siguientes:

Peso medio de baya 0,80 g

Diámetro en cm ! O,9-1,1

N9 de semillas por baya 8-10

El color de los frutos (rojo-violado) procedía exclusivamente de

las pulpas desde que las cáscaras liberadas de pulpa eran semitranspa­

rentes de tono amarillo pardo, mientras las semillas eran brillantes y

de color negro parduzeo. El peso medio de la semilla fue de 0,02 g y 50

el númerode semillas por gramo. La semilla en valor promedio tenia 6,5

mmde longitud, 2,0 mmde espesor y un valor de peso/H1 de 68,2 Kg. La

semilla por resolución manualrindió 45,1 fl de cáscara de color prácti­



camente negro y 54,9 % de endospermo o pepa blanco-amarillento, la hu­

medad de cáscara fue de 18,95 É, de la pepa 14,33 %y de la semilla en­

tera 16,95 %.

'La resolución de aproximadamente un kg de frutos maduros en los

tres componentesya mencionados, permitió disponer cantidad suficien­

te de pulpa y semilla a los fines de su examen. En orden sucesivo se

exponenlos resultados obtenidos para la composición de la semilla, en

en sus dos componentesprincipales (aceite dc extracción y harina re —

sidual) y luego la composición de la pulpa. Comocomplemento se expo ­

nen los resultados de composición general encontrados para un producto

de industrialización de esos frutos: dulce de "Calafate".

1- Estudios sobre semilla de "Calafate"

De acuerdo a la experimentación que se expone mas adelante, alre­

dedor de 210 g de semilla entera, seca al aire, se molieron finamente y

agotaron en Soxhlet, por hexano técnico, obteniendo el aceite crudo de

extracción y la harina residual que se liberó de solvente por exposición

al aire y en vacio parcial a 100°. El rendimiento gg aceite de la semi­

lla tal cual fue de 15,85 ;:3,de la semilla seca 18,97 3-5,valores que

expresados por ciento de pepa tal cual y seca fueron 28,86 y 33,70 res­

pectivamente.

1,1- Estudios sobre el aceite crudo de semilla

a) Tratamiento previo - Extracción de alcaloides

El aceite crudo disuelto en éter etílico se liberó de alcaloides



por extracción con acido clorhídrico al 5 %y do los extractos ácidos

se recuperaron los alcaloides (extracción con cloroformo cn medio nl­

calino de hidróxido de sodio) observando un rendimiento de 0,56 í so­

bre aceite crudo para alcaloides no fenólicos y por acidificación pos­

terior del líquido etéreo seguida de alcalinización con carbonato áci­

do de sodio y reextracción con cloroformo se aislaron alcaloides fenó­

licos con rendimiento muybajo (aprox. 0,002 fl de aceite). El examen

de alcaloides no fenólicos por cromatografía en capa delgada (sílice

gel G), usando distintos mediosde desarrollo permitió revelar cuatro

manchasdos de las cuales correspondían a berberina y palmitina, en ba­

se a corridas en presencia de esos patrones con tres medios de desarro­

llo distintos. En la fracción de alcaloides fenólicos se reveló una ú­

nica manchaque también acompañóal extracto de los alcaloides no fenó­

licos.

b) Características fisico-químicas 1 componentesmenores

Sobre el aceite de semilla libre de alcaloides se practicaron nl­

gunas determinaciones fisico-químicas, reacciones cromáticas y conteni­

do en algunos componentesmenores (esteroles, tocoferoles y escualeno),

con los resultados que se exponen en la Tabla l.

El análisis de estos valores señala a este aceite comode alta

insaturación (secante) y con un valor de índice gg sanonificación que

revela una composición fundamental de ácidos C16 y C18. El contenido

en tocofegglgs totales es sumamentebajo (28,5 ngg), alcanzando el



valor máximoobservado para aceites de semilla de la más baja concen­

tración en tocofcroles comoson los aceites de oliva (7-28 mgïg)29.Asi—

mismo, resultó ser muybajo el valor de númeroQ2 escualeno 30,6 mg,¿g.

Desde que la literatura es prácticamente carente de información sobre

aceites de semilla de Berberidaceas los valores de la Tabla l se com­

plementaron practicando la reacción general de aceites de semilla se­

gún Bellier que resultó francamente positiva y la de Halpheg (ácidos

ciclopropénicos) que al ser negativa descartó la existencia de tales

componentesácidos. Por otra parte el aceite disuelto en éter a 0° pro­

dujo un voluminoso precipitado por adición de bromo, indicando la exis­

tencia de ácidos trietilénicos, posteriormente reconocidos comolinole­

nico.

c) Composición acídica

Se determinópor cromatografía de partición gas líquido (ver Far­

te Experimental) de los ésteres metílicos de los ácidos libres de insa­

ponificable, con los resultados que se exponenen la Tabla 2. De acuer­

do a los valores mencionados en 1a misma, son componentes "mayores" los

ácidos oleico, linoleico y linolénico (contenidos en proporción superior

al 10 fl de los ácidos totales) y muyproximamentecl ácido palmítico;

el contenido en ácidos saturados totales fue bajo (10,6 fi), siendo el

principal componenteel ácido palmítico (8,5 fl).

Sobre los ésteres metílicos de ácidos totales se realizó una ob­

servación directa en U.V. (230-268 nm)a fin de verificar si existían



dienos y trienos conjugados, observando una muybaja concentración en

estos últimos (0,14.% expresada en C18:3 conjugado).

La literatura no registra antecedentes sobre composiciónacidica

de aceites de semilla del género Berberis. Sólo pudieron observarse al­

gunos trabajos fraccionarios sobre aceites de semilla de otros géneros

de la familia Berbegidacea . Uenoy Kyokaishi30 publicaron para el acei­

te de semilla de Nandina domestica (pequeño arbusto con frutos en forma

de baya, de color blanco o rojo brillante, que se cultiVa en Japón con

fines ornamentales), los siguientes valores de caracteristicas fisico­

químicas: densidad relativa 25/¿9 0,9355; ind. de saponificación 181,8;

ind. de yodo 132,1; númerode acidez 21,6; ind. de refracción a 20°

1,4742 e insaponificable 4,56 Z, señalando comocomponentes ácidos prin­

cipales 16:0, 18:0, 18:1 y 18:2 con sólo trazas de 18:3 (linolénico).

Ohta y Miyazaki31 señalaron que la semilla de esta especie contiene 8,7

a 9,4 %de aceite, indicando comovalores de composición acidica: ác.

saturados (16:0 y 18:0) 32,3 9%,ácidos insaturados (18:2 principal y

32 refiriéndose al aceite de18:1 en menor proporción) 67,7 %. Grimme

Berberis vulgaris lo señala comosimilar al de Nandinadomestica.

En la clásica obra de Hildich y Williams33 figura comoBerberi­

gggggg la especie Agigig ¿29939, así comola composición de su aceite

seminal. Se trata de un equivoco desde que esa especie pertenece a la

familia nggizabalaceae, tal comofigura en las obras de Eckey34'y
35Hegnauer .



18

En razón de la carencia de información de la bibliografía se con­

sideró de interés reconocer a los componentesácidos fundamentales. El

ácido linolénico fue indudablemente reconocido por su transformación en

ácido hexabromoesteárico de punto de fusión 181o y por fusión mezcla

con hexabromoesteárico obtenido a partir de ácido linolénico de aceite

de lino. El ácido oleico fue reconocido a través de su transformación

en ácido 9:10dihidroxiesteárico de punto de fusión 131.2o y por fusión

mezcla con ácido 9:10dihidroxiesteárico obtenido a partir de oleico pu­

ro; este último reconocimiento exigió la obtención de una mezcla de á­

cidos oleico y saturados lograda por recristalización en metanol de los

compuestosde inclusión de urea de fracciones de destilación de ésteres

metílicos de ácidos totales del aceite ricas en los componentesen C18.

Este procedimiento aseguró la eliminación de 18:3 y 18:2, posibilitan­

do el reconocimiento de 18:1. Aplicado hacia la obtención de insaturados

13:1 y 18:2 carentes de 18:3, para posibilitar el reconocimiento de 18:2

a través de la formación de tetrabromo derivados en éter de petróleo,

no tuvo éxito, por haber observado en los procesos de rccristalización

de aductos de urea que 18:2 y 18:3 se eliminaban en forma pareja. La

marcha de los procesos de recristaliznción de aductos de urea fue se­

guida a través de exámenes por cromatografía gas liquido, comose ex­

pone en la parte ¿xperimental. Sin embargocorresponde admitir la exis­

tencia de ácido linoleico como18:2 en razón de haber identificado a

18:1 comooleico y a 18:3 comolinolénico. La identificación de los de­

más componentes (12:0 comoláurico, 14:0 comomirístico, 16:0 como pal­



mítico, 16:1 comopalmitoleico, 17:0 comoheptadecanoiCo y 18:0 como

esteárico) se concluyó en base a los valores de tiempo de retención pa­

ra los ésteres metilicos en la cromatografía gas líquido.

Desde que componentesecídicos en concentraciones inferiores al

0,05 %de los ácidos totales o componentes en bajas concentraciones de

elGVadopeso molecular (C2Da 024), en general no se revelan por C.G.L.

en cromatogramassobre ésteres metílicos de ácidos totales, se realizó

un examenexhaustivo de composición acídica que comprende el fracciona­

miento previo de los ésteres de ácidos totales por destilación en un

equipo de eficacia probada (12 platos teóricos, 0,5-1,0 Torr), segui­

do del examenC.G.L. de cada fracción y residuo de destilación (ver

Parte Experimental). De las composiciones acídicas de estos últimos y

teniendo en cuenta los pesos de cada fracción y residuo se calculó la

composiciónfinal de los ácidos totales con los resultados que figuran

en la Eagle 1. Se evidenciaron, comocomponentes en muy bajas concen­

traciones 15:0, 20:0, 22:0, 24:0, 15:1, 17:1 y z):1, no registrados en

el cromatogramaobtenido en forma directa sobre ésteres metílicos de

ácidos totales. Se observó una muybuena concordancia de valores para

los componentes comunes de este último cromatograma con los logrados

en el examenexhaustivo comose deduce de las Egglgg g y 2. Por otra

parte los valores de reconstrucción del indice gg xggg del aceite en

ambosestudios fueron estrechamente similares al obtenido por deter­

minación directa.
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d) Examende los esteroles presentes

A través del fraccionamiento del insaponificable del aceite en

placa preparativa de silica gel, se aisló la fracción de esteroles que

se analizó por cromatografía gas liquido (ver Parte Experimental).

Considerando los valores de Tr/m se observó la principalLr colesterol

ocurrencia de fl-sitosterol (T 1,63), en menorconcen­r/Tr colesterol

tración campesterol (Tr/T 1,292 y en muybaja concentra­r colesterol
1,41). Ademásun pico con valor re­ción Stígm35t°r°1 (Tr/Tr colesterol

lativo a colesterol 1,80 (op-avenasterol ?) y otro muypequeño con

9 1 S I I U O . lTr/Tr colesterol 0,99 (colesterol .). A _o fines de 1dent1f1cac1ónse

determinaron los Tr/ de los siguientes patrones: campeste­Tr colesterol

rol 1,29, stigmasterol 1,41, (a-sitosterol 1,60. De la información bi ­

bliográfica se tomaronlos siguientes: brassicasterol 1,13-1,15¡¿)5­
7 636-37.avenasterol 1,83 ya -avena3terol 2,1

1,2- Estudios sobre la harina de extracción de semilla

a) Comgosición general

La abla fi resume los valores encontrados para los componentes

corrientemente determinados. Jl total registrado alcanza al 81,43 fi

sin computar componentes menores, acerca de los que se informa mas ade­

lante.

El extracto acuoso de esta harina alcanza al 18,40 É, cuya acidez

expresada en ácido málico por ciento de harina fue 1,25. Por cromato­

grafía en papel de azúcares se identificó glucosa, fructosa, manosay
y

sacarosa y el examenluego de inversión confirmó este resultado desde



que se identificó glucosa, manosay fructosa.

El contenido en hidratos de carbono sacarificables resionde a po­

lisacáridos distintos de almidón. Unadeterminación de rendimiento en

furfural ( ác. clorhídrico 12 fl) permitió lograr la cifra de 4,04 fl ex­

presado en furfural. Desde que los exámenescromatográficos de azúcares

no revelaron presencia de pentosas, se atribuyó el origen del furfural

a la existencia probable de poliurónidos. Estos se determinaron según

Barker 38 (ver Parte Experimental), por evaluación del dióxido de car­

bono dqsprendido por tratamiento con ác. clorhídrico 19 fl, obteniendo

un valor de 17,60 fl expresado en poliurónidos. Esta cifra resultó ser

prácticamente coincidente con la calonlada en base al rendimiento en

furfural. Para ello se tuvieron en cuenta los factores de transfonmación

(4,66 y 4,26) de furfural a glucurónidos y galactourónidos respectivameg

te, establecidos por Norish y Reach39al reestudiar el rendimiento de

esos poliurónidos en furfural por tratamiento con ClH 12 fi. Se considera

a esta coincidencia de valores comouna confirmación de la presencia de

poliurónidos en esta harina.
La harina contenía alcaloides (0,42 fl) que comose expuso para

el caso de los alcaloides del aceite crudo, fueron examinadosmediante

técnicas cromatográficas en placa delgada, conducentes a los mismosre­

sultados. Finalmente el examensistemático de otros componentes eviden­

ció la presencia de fitoesteroles ademásde alcaloides.

2- Estudios sobre pglpg

La Egplg é resume los valores de composición corrientemente deter­

minados que suman 13,90 fl frente a un valor de extracto seco de 15,44 fl.
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El valor de mi (electrodo de vidrio combinado,20°) de la pulpa fue

de 3,25 y la alcalinidad de cenizas de 12,5 ml de ácido normal por gramo

de cenizas (9,4 ml de ácido N/WOOg pulpa). La acidez fija resultó estar
prácticamente constituida por acido málico. Por cromatografía en papel

de los ácidos fijos separados previamente por sal de plomo (ver Parte

Experimental), se reconocieron ácido málico, ascórbico y cítrico. Por

cromatografía en fase gaseosa, practicada sobre los estores metílicos

sililados de los acidos fijos previamenteaislados (ver Parte Experi­

mental), se evidenció un pico principal (96,5 %sobre acidos totales)

debido a ácido málico y seis picos menores correspondientes a componen­

tes no identificados ajenos a ácidos cítrico y tartárico que constituían

en condunto el 3,5 %de los ácidos totales.

La cromatografía en papel practicada sobre pulpa evidenció la pre­

sencia de acido glucurónido, lo que fue confirmado en cromatografía en

placa delgada de celulosa (ver Parte Experimental)

En la evaluación de acidez total por titulación con soluciones de

hidróxido de calcio o hidróxido de sodio se obtuvieron valores de 1,52 fi

(comoácido málico) apreciando el final de la valoración en base al cam­

bio de color (rojo-overde) de los pigmentos propios de la pulpa. Este

viraje ocurrió a pH7,04, apreciado durante una titulación potencianétri­

ca. Unvalor prácticamente similar (1,56 %) se obtuvo por titulación em­

pleando indicador externo de azul de bromotimol (¡H de Virada 6,0-7,6).

Unatitulación pobenciométrica (ver Parte Experimental) estableció que



el punto de inflexión principal ocurría a pH8,25 y expresando el consu­

mode dlcali en ácido málico hasta alcanzar ese punto el valor de acidez

fue de 1,75 fl. Tambiénse determinó especificamente ácido málico según

A.O.A.C., obteniendo un valor de 1,03 75y de 0,12 3%;por técnica 11.04.13.

para ácido cítrico. Del conjunto de experiencias llevadas a cabo en re­

lación a acidez total se concluye que el ácido málico es el componente

fundamental de la acidez fija; que la cromatografía en fase gaseosa no

evidenció la presencia de acido cítrico contrariamente a lo encontrado

en papel y a la evaluación de este componente por método A.0.A.C.. De

todos modosel total evaluado ( 1,03 + 0,12 fi = 1,15 fi ) dista de la a­

cidez total detrminada por titulación (1,75 %), no descartandose la pre­

sencia de otros componentesacídicos u otras sustancias capaces de consu­

mir álcali.

La concentración encontrada para sustancias pécticas, determinadas

comoácido péctico fue baja (0,29 %). La confrontación de este valor con

el de acidez total, permite clasificar a esta pulpa comode alta acidez

fija y baja concentración en sustancias pécticas, observación que puede

serde utilidad a los fines de su transformación en dulces, mermeladasy

jaleas.

Respecto de la composición de la pulpa en azúcares sc procedió a

la identificación por cromatografía en papel dc los mismos, para lo cual

se desarrollaron cromatogramasantes y después de inversión. Los ensayos

practicados antes de inversión revelaron comomonosacáridos glucosa y
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fructosa y comodisacúridos sacarosa y genciobiosa. De estos azúcares glu­

cosa y genciobiosa integran antocianinas de la pulpa17 (glucosa: peonidi­

na-3-glucósido, malvidina-3-glucósido, petunidina-B-glucósido, petunidi­

na-3-rutinósido-5-glucósido, peonidina-B-rutinósido-5-g1ucósidoy delfi­

nidina-3-gluc6sido y genciobiosa: petunidina-3-genciobiósido. Los ensayos

practicados después de inversión svidenciaron solamente glucosa y fructo­

sa, glucosa y fructosa iniciales, glucosa y fructosa procedentes de in­

versión de sacarosa y glucosa originada por inversión de genciobiosa).

En el orden cuantitativo (ver Parte Experimental) y con fines a

los cálculos de composiciónfinal se detenminaron azúcares reductores

(8,68 %comoazúcar invertido), azúcares invertibles (0,66 fl comosaca­

rosa), ambospor el métodode Bertrand; aldosas antes de inversión (5,72

% como glucosa) y aldosas luego de inversión (6,27 % como glucosa) ambos

por yodometría y cetosas aptas de inversión (3,48 %comofructosa) y ce­

tosas después de inversión (3,74 comofructosa), ambossegún Shaffer y

Somogyi.A los fines de los cálculos se tuvieron en cuenta estos resulta­

dos y los azúcares identificados por cromatografía en papel. La concen­

tración de sacarosa se deduúode los contenidos en cetosas antes y des­

pués de inversión:

sacarosa = ( 3,74 - 3,48 )x 2 x 0,95 = 0,49 >Z

La concentración de 22353999surge de la evaluación directa de cetosas:

fructosa = 3,48 %

La sumade glucosa + genciobiosa invertida surge del valor de aldosas
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después de inversión 6,27 %, sustrayendo la glucosa procedente de la

inversión de sacarosa ( 0,1,9 x 1,053 ‘/. 2 ) :4 0,26

glucosa + genciobiosa invertida = 6,27 - 0,26 = 6,01 %

Para calcular la concentración en genciobiosa se tuvo en cuenta el va­

lor de azúcares de inversión según Bertrand (9,38 í) y los azúcares re­

ductores directos según Bertrand (8,67 fi). Llamando:

x = glucosa %

y = fructosa 33

z = sacarosa %

p ; genciobiosa %

y teniendo en cuenta que el poder reductor de la genciobiosa (disacári­

do reductor) es aproximadamentela mitad del de la glucosa, se postuló

el siguiente sistema de ecuaciones.

Bertrand directo

x + y + 0,5 p = 8,67

Bertrand luevo de inversión

x + y + 1,053 p + 1,053 z : 9,38

La resolución de este sistema lleva a un valor de genciobiosa de 0,35 ñ

La concentración en glucosa original se deduce restando del valor 6,01

(glucosa inicial + glucosa de genciobiosa invertida) la glucosa de gen­

ciobiosa ( 0,35 x 1,053 )

glucosa = 6,01 - ( 0,35 x 1,053 ) = 5,64 72%

Resumiendolos valores calculados son:
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glucosa = 5,64 ¿"É

fructosa = 3,48 fi

sacarosa = 0,49 %

genciobiosa = 0,35 7.5

que hacen un total de 9,96 fi de azúcares en la pulpa. Este total supera

al total de productos de inversión (Bertrand), experimentalmentedeter­

minado (9,38 fi). Transformandopor cálculo los valores de sacarosa y

genciobiosa calculados en productos de inversión ( 0,35 + 0,49 ) x 1,053:

= 0,88, el total de azúcares después de inversión seria: 5,64 + 3,48 +

+ 0,88 = 10,00 fi en lugar de 9,38 determinado experimentalmente. Esta

diferencia debe atribuirse a varios factores: errores experimentales,

probables interferencias y principalmente a la consideración del poder

reductor de la genciobiosa comofi del de la glucosa, criterio aproxima­

do pero no estrictamente exacto.

La concentración de lípidos en la pulpa se determinópor extrac ­

ción de la mismapor éter etílico (ver Parte Experimental), obtenían ­

dose un valor de extracto etéreo sumamentebajo (0,04 %). En base a es­

te producto se procedió a su saponificación, aislamiento de ácidos to­

tales y transformación en ésteres metilicos que se examinaronpor cro­

matografía gas liquido obteniendo los valores de composición acidica

Quefiguran en la 259;; 1. Estos lípidos comprendentodos los ácidos

expuestos en la Tabla g, comocomponentesdel aceite de semilla, si

bien con diferencias porcentuales marcadas y varios componentesmeno­



res, señalados en la Eghlg 2 (composición acídicu exhaustiva del aceite

de senálla). Comose verá mas adelante el cromatograma correspondiente

a los ácidos totales de la pulpaexhibiólos mismoscomponentesque los

encontrados para los lípidos totales de un dulce comercial de "Calafate".

Finalmente una investigación sistemática de otros componentesde

la pulpa reveló ausencia de alcaloides y presencia de taninos, flavonoi­

des y fitoesteroles.

3- Examende un dulce comercial de "Calafate"

Se estudió la composición de un dulce de expendio público en en­

vases herméticos, rotulado como"Dulce de calefate" y elaborado en Ba­

riloche (Prov. de Rio Negro). Los valores hallados (ver Parte Experi­

mental) fueron los siguientes:

sólidos totales 57,45 % (insolubles 0,33 %)

cenizas totales (500-550°) 0,25 y; (sol. 0,17, insol. 0,08)

azúcares reductores (en az. inv.) 41,10 73

azúcares invertibles (en sacarosa) 9,80 7Ca

acidez total (málico) 0,41 fi

ácido péctico 1,17 %

nitrógenototal <0,1

extracto etéreo (éter etílico) 0,02 %

El valor de pHdel dulce fue 3,40 (ligeramente superior al de la

pulpa de g. buxifolia 3,25), la alcalinidad de cenizas (11,0 ml ácido

N/ g) ligeramente inferior al valor registrado para pulpa de EL buxi­

folia (12,5 ml ácido N / g); los azúcares revelados en forma directa
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por cromatografía en papel fueron glucosa, fructosa y sacarosa. y luego

de inversión glucosa y fructosa (ausencia de genciobiosa, probablemente

por inversión durante la elaboración del dulce); se identificaron ácido

málico, cítrico y un ácido urónico por cromatografía en papel (similar

a lo ocurrido en pulpa por esa mismatécnica) y se constató ausencia

de alcaloides y presencia de taninos, al igual que en la pulpa.

El extracto et'e'reo (éter etílico) del dulce reveló muybaja pre­

sencia de lípidos (0,02 %) comose señaló para la pulpa; la composición

acidica C.G.L. (ésteres metilicos) de esos lípidos reveló los mismos

componentes que los observados para la pulpa de 13. buxifolia, aunque

con diferencias porcentuales (El; Z); las comprobacionesseñaladas

permiten presumir que la rotulación del dulce examinadosería correc­

ta en el sentido de tratarse de un producto elaborado con pulpa (li­

bre de semilla) de frutos madurosde m, sin que puedaseñalar­

se si han sido de g. buxii‘olia. A este respecto si tomamosen cuenta

los datos obtenidos por Pomilio17 en frutos madurosde g. buxifolia se

observa gran diferencia en el contenido antociánico. Mientras que en

el fruto madurose encuentran diez glicósidos de peonidinan malvidina,

delfinidina y petunidina en el dulce estudiado sólo se encontraron

tres glicósidos de delfinidina y cianidina; si bien durante el proce­

so de elaboración del dulce, podrian haberse perdido algunos de los

pigmentos presentes en el fruto original (debido a degradaciones de

las antocianas por efecto de la temperatura, pH, alta concentración de



azúcares, atmósfera de oxígeno, etc.40-41, no es justificable la apari­

ción de cianidina-3,5-diglucósido (ver composiciónen antocianos en Ig­

g;g g) en el dulce. Por lo que se juzga que el dulce en cuestión no fue

confeccionado con la variedad buxifolia. La falta de información sobre

los antocianos presentes en las restantes especies del género Berberis,

no permite abrir juicio sobre especie empleadaen el producto y justi­

ficaría la denominacióngenérica "Calafate" de uso amplio en el país

para distintas especies de Berberis.
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Estudios sobre frutos

1- Materia prima

Se dispuso de una partida de aproximadamente de 2 Kg de frutos (ba­

yas) maduros de Berberis buxifolia Lam, cosechados en Febrero de 1972 en

Lago Argentino, Prov. de Santa Cruz (costas próximas a Calafate). Las

bayas se preservaron en heladera (aprox 5°) hasta su transporte por vía

aérea a Buenos Aires y su estudio se comenzóde inmediato.

2- C te s icas de ba as

El valor de peso medio (determinado sobre 30 bayas) fue de 0,80 g:

eran practicamente esféricas desde que sus 2 diámetros oscilaron entre

1,0-1,1 y 0,9-1,1 (determinados sobre 10 bayas). El contenido en semi­

llas osciló entre 8 a 10 por baya. Las bayas eran de color violeta os­

curo, asi comosus pulpas. El color procedía exclusivamente de las pul­

pas desde que las cáscaras cuidadosamente liberadas de sus pulpas por

lavado acuoso eran de color amarillo-pardo y semitransparentes. Las se­

millas eran de color negro-parduzcoy brillantes.

3- Resolucióndel fruto en sus partes constitutivas

A los fines de esta separación y de la estimación porcentual de

las partes componentes, 30 bayas (23,80 g) se resolvieron manualmente

en semilla, pelicula y pulpa. A tal fin cada baya se presionó entre dos

dedos, separando la película y el conjunto de pulpa mas semilla, reco­

giendo estas últimas sobre un Buchnersin papel de filtro. Las peliculas
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se lavaron cuidadosamente con agua (eliminación de restos de pulpa) y la

semilla se separó de la mayorparte de la pulpa, eliminando los últimos

restos de la mismapor lavado acuoso y finalmente dejando secar al aire

la semilla residual. Se obtuvieron 5,56 g de semilla y 1,09 g de pelicu­

la secos al aire y por diferencia, se computó17,15 g de pulpa. Porcen­

tualmente se obtuvieron los siguientes rendimientos: semilla 23,36, pe­

licula 4,58 y pulpa (por diferencia) 72,06 %.

Siguiendo este procedimiento de separación se trató 1 Kgde fru­

tos separando la semilla que se lavó con agua y con alcohol para ace­

lerar su secado al aire y preservando la pulpa en frasco de tapón esme­

rilado a -15° hasta su análisis. Las peliculas se desecharon.

4- Es udios sobre semilla

Se practicaron algunas determinaciones sobre semilla asi obtenida,

hallando valores de promedio de lonritud de 6,5 mmy espesor 2,0 mm(so­

bre Z) semillas). El peso gg fue de 68,2 Kg, el M mediode cada se­
milla fue 0,02 g (determinado sobre 20 semillas) y el númerog; eggllas

ae:M 50.
En forma manual y operando sobre 1,8596 g de semilla se resolvie­

ron en cáscara y pepa, obteniendo 0,8443 g de cáscara (45,1 %) de color

prácticamente negro y 1,0153 g de pepa (54,9 5%)de color blanco-amarillen

to. El valor de humedad(wo-105°) en cáscara fue de 18,95 %y el de la

pepa 14,33 La humedadsobre semilla entera fue 16,45 %.
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5- Extracción (hexano) de semilla entera - aislamiento de aceite crudo

de extracción

208,8 g de semilla entera (seca al aire) se molieron y agotaron

con hexano técnico en equipo Soxhlet. Después de 20 horas de extracción

la semilla molida y así tratada se dejó secar al aire, remolió y agotó

nuevamente (la molienda de esta semilla resultó dificil, en razón de

la dureza de la cáscara). De la semilla molida y agotada sc eliminó el

solvente al aire y los últimos restos del mismoen estufa de vacio a

60°, obteniendo asi la harina de extracción.

Se recuperó el hexano del extracto por destilación a bañomaria y

los últimos restos se eliminaron con pasaje de vapor de agua. El acei­

te crudo se tomópor éter etílico, lavando en ampolla con solución se­

misaturada de SOZ’É-ïa2en agua, deshidrató con SO filtró y recuperó¿m2,
el éter por destilación a bañomaria.

Por calentamiento en estufa de vacío (100°, 5 Torr) hasta constan­

cia de peso se obtuvieron 33,10 g de aceite crudo, de color amarillo-ve;

doso (15,85 %sobre semilla tal cual, 18,97 %sobre semilla seca, 28,86 fl

sobre pepa tal cual y 33,70 %sobre pepa seca).

6- Tratamiento grevio del aceite - Extracción de alcaloides

El total del aceite se disolvió en 700ml de éter etílico y extra­

jo por 3 veces en ampolla con 100 ml por vez, de ClH al 5 % v/V, reunieg

do los extractos. La solución etérea se lavó con agua hasta reacción neu

tra al tornasol, trató por SOHaz(anh.), filtró, recuperó el éter por



destilación a bañomaria y calentó en estufa de vacio (103°, 5 Torr) has­

ta constancia de peso, obteniendo el aceite libre de alcaloides. Los ex­

tractos clorhidricos reunidos se reservaron para su examenulterior.

7- Estudios sobre el aceite crudo de semilla (libre de alcaloides)

a) Características fisico-cuimicas

El aceite crudo se presentó comoun liquido limpido a 20° de color

verde-parduzco. Sobre el mismose determinaron: densidad relativa a

25/40 (picnómetro); indice gg refracción a 25° (A.O.C.S. Official Method

Cc 7-25); indice gg sagonificación (A.O.C.S. Official MethodDa 15-48);

indice gg lodo (w153); númerogg acidez (I.U.P.A.C. II 9.1, sobre 0,5 g

de aceite); insapogigicable total (5.0.0.3. Ca 6b-53, adaptado a los

liquidos residuales de la determinación de indice de saponificación);

indice gg 1999 gg; insaggnificable (Rosenmund);estegoles totales42 (di­

gitonina); tocggeggles totaleszg y gfigggggg escualeno (Fitelson, A.O.A.

c. Official Method473, 1955).

La Egplg 1 resume los valores observados para estas detenmina cio­

nes.

b) Comggsiciónacidica - Esteres metilicos

Previamente al estudio de composición acidica se practicó sobre

el aceite la reacción de Bellier (aceites de semilla) con resultado po­

sitivo y la reacción de Halphen (A.0.C.S. Official MethodCb 1-25), con

resultado negativo (ausencia de ácidos ciclopropénicos). Los liquidos

resultantes de la titulación de indice de saponificación (efectuado
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aproximadamente sobre 2 g de aceite, añadidos de 25 ml de solución de

KOHal 4 % en etanol de 96 fl , se diluyeron con 40 ml de H O y extra­2

jeron por 3 veces con 70 ml por vez de éter etílico. (Separación del ma

terial insaponificable). La fase hidroalcohólica reunida con los liqui­

dos procedentes del tratamiento de los extractos etéreos del insaponifi­

cable se acidificaron con acido ClH (1:4, heliantina) extrayendo exhaus­

tivamente los ácidos liberados mediante 3 extracciones con ADml de éter

etílico por vez. Los extractos etéreos se lavaron a fondo con agua, tra­

taron por SOAIJa2(anh.), recuperó el éter a bañomaria, eliminando las ú;

timas trazas por soplado con nitrógeno en caliente.

El total de ácidos obtenidos se hirvió a refluJo por 2 horas con

10 ml de metanol anhidro conteniendo 1,5 % en peso de 80432 como cata.

2Oy exhajoexhaqg

tivamente en ampolla por 2 veces con 30 ml de éter etílico por vez. Los

lizador33. Luego de enfriar se diluyó con 20 ml de H

extractos etéreos se lavaron con H20(tornasol) y con solución acuosa de

COBK2al 0,05 % (eliminación de ácidos no esterificados) y finalmente

por H2O.Se recuperó el éter a bañomaria y los ésteres se estacionaron

en ampolla de vidrio, cerrada a la lámpara, a -15° hasta su examenpor

C.G.L. (rendimiento de esterificación 99 %).

Previamente m1examenC.G.L. los ésteres metilicos de ácidos to­

tales obtenidos Se examinaron en el U.V. a fin de obServar conjugación

preexistente, principalmente dienos y trienos (230-235 nmy 268 nmres­

pectivamente). Las observaciones se hicieron en celda de cuarzo de 1 cm,
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con solución de ésteres en metanol cuya concentración era de 2,144 3/1.
(Se observó un pico a 268 nm, D.O. 0,622). La conjugación triénica pre­

existente se calculó con la expresión C3 fl = 0,47 x K3 según lo prescrip­

to en I.U.P.A.C. AnexoII7 1961, obteniendo de ella un valor de 0,136 %

en 18:3 conjugado.

c) Examen C G.L.

Se operó en equipo Perkin Elmer Vapor Fractometer Mod. 154, equi­

pado con detector'dellama, columna de vidrio de 3mx 4,5mmde diámetro

interno, material de relleno formado por Chromosorbw, lavado ácido (60­

80) y adipato de etilenglicol- poliester (15 %sobre relleno total). Se

operó a 200o regulando la temperatura de inyector con la indicación 85

(escala empírica) de registroAA, (a fin de evitar 1a producción de "ar­

tefacto" en base de linoleato de metilo), nitrógeno comofase móvil (16

psi de presión de entrada) y con inyección de ¿”al de solución de éste­

res al 5 %en éter etílico, la Eigggg l reproduce el cromatogramaobte­

nido en que los picos se identificaron por tiempo de retención y las eva

luaciones cuantitativas se resolvieron por triangulación. Las respuestas

cuantitativas han sido verificadas con anterioridad por examenC.G.L. de

de mezclas de ésteres metílicos de ácidos grasos de composición conocida,

estableciendo concordancia de resultados para la determinación de ácidos

linoleico y linolénico por C.G.L. y por examenespectrofotqmétrico luego

de isomerización alcalina (A.O.C.S. MethodCd 7-58, 1960) y por determi­
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nación del contenido en ácidos totales saturados según el métodode Ber­

tram, así comoa través del cálculo de los valores de índice de yodo y

saponificación. Los resultados de las evaluaciones por triangulación per­

mitieron calcular la composiciónacídica (%de ácidos totales) que figu­

raenlam;
d) Examende composición acídica exhaustiva

Comoha sido mencionado y a fin de evidenciar componentes en muy

bajas concentraciones u otros de mayor peso molecular (ácidos entre C20

a 024), se combinóla destilación fraccionada en vacío de ésteres metíli­
cos de ácidos totales con el examenC.G.L. de las fracciones y residuo de

destilación obtenidos. A tal fin 13,29 g de aceite se saponificaron por

reflujo durante 2 horas con 4,5 g de KOHy 75 ml de etanol de 96 fl; dee­

pués de enfriar se diluyó con 150 ml de H 0 y efectuaron 5 extracciones2

con 80 m1de éter etílico por vez, (la primera con 200 m1), aislando

0,1506 g de insaponificable (1,13 %; 67,3 %del insaponificable total).

Por acidificación de la capa hidroalcohólica reunida con los líquidos de

tratamiento de la solución etérea de insaponificable se aislaron (éter

etílico) 12,49 g de ácidos totales (93,98 %sobre aceite). El total de

ácidos se esterificó por reflujo de 2 horas con 120 ml de metanol anhi­

dro conteniendo 1,5 %de SO en peso33 y los ésteree se fraccionaron¿“2

por destilación en un equipo según Longenecker45(eficacia 12 platos teó­

ricos, medida con mezcla benzol-CClL) en vacio de O,5-1,0 Torr. Se obtu­



vieron 8 fracciones y un residuo, entendiendo por este último los ósteres

aislados por lavado etóreo de la columna,balón de destilacioñ y trián­

gulo de separación una vez concluida la destilación. Desde que en el re­

siduo se acumulala parte de insaponificable no extraída por éter después

de saponificar el aceite, el residuo se saponificó con potasa alcohólica

al A %, extrajo el insaponificable remanente con éter (que se determinó

cuantitativamente) y recuperó los ácidos del residuo, libres de insaponi­

ficable que se reesterificaron con metanol. Se obtuvieron 0,1461 g de in­

saponificable en el residuo.

Cada fracción de destilación (previamente pesada) y los ésteres me­

tilicos del residuo se examinaronpor C.G.L. empleandoel equipo y las

condiciones antes indicadas y se calcularon sus composiciones en ácidos %

de cada fracción y residuo. Teniendo presentes estos valores y los pesos

de cada fracción y el residuo se calculó la composiciónfinal de los áci­

dos grasos totales del aceite que figura en 1a Tabla 1. La Tabla ¿.resume

la marcha de esa composición acidica (%ácidos totales de-cada fracción y

residuo de destilación). Los valores encontrados figuran en la Discusión.

e) Reconocimientode los ácidos linolénico 1 oleico

Aproximadamente0,5 g de la fracción número4 de la destilación an­

terior (conteniendo aprox. 31 %de lg¿3) se saponificó con potasa alcohó­

lica al 4 %, aislando los ácidos totales que se disolvieron en 10 ml de

éter etílico anhidro. La solución se enfrió a 0o (hielo) y agregó cuida­

dosamente bromohasta ligero exceso. Después de 10 horas el precipitado



se aisló por centrifugación y lavó repetidamente con pequeñas porciones

de éter etílico (anh.) enfriado a 0°. El precipitado fundió a 181°, no

observándose depresión por fusión mezcla con ácido hexabromoesteárico

preparado a partir de ácidos totales de aceite de semilla de lino, con

lo cual quedóidentificado el ácido linolénico.

Conel fin de identificar ácido oleico se reunieron partes igua­

les de las fracciones 5, 6 y 7 de la destilación y aproximadamenteó g

de esa mezcla se transformaron en compuestos de inclusión de urea por

ebullición a reflujo con 18 g de urea y 65 ml de metanol (relación

urea/hol mediode ésteres 15:1). Despuésde 24 horas los cristales sepa­

rados por filtración al vacio se recristalizaron 3 veces por metanol,

enfriando a Oodurante la última recristalización. Los ésteres separados

de los aductos de la 25 y 35 recristalización (aislados por descomposi­

0 y gotas de ClH diluido y extracción etérea) se examinaron2

por C.G.L. obteniendo los cromatogramasde las Figggas j y á, observan­

ción con H

do la eliminación total de 15;} y prácticamente total de 15¿g, con un

pico principal de 15;; y en menorproporción 1g¿g, légg y 11¿Qpara la

32 recristalización. El total de ésteres aislados de la tercera recris—

talización de los aductoe se saponificó con potasa alchólica al 4 fl,

obteniendo aproximadamente 0,4 g de ácidos grasos que se oxidaron con

46 a temperaturasolución de permanganato de potasio en medio alcalino

inferior a 10° (los ácidos se añadieron de LOml de H20, 4 ml de solu­

ción acuosa de KOHal 10 %, 320 ml de agua+hielo y 32 ml de solución



acuosa de MnOAKal 1 %). Después de 5 minutos se añadieron 12 ml de C1H

Concentrado y 0,5 g de SQBHNa,aislando por filtración a la trompa el

precipitado blanco obtenido, que se lavó exhaustivamente con agua, secó

al aire e hirvió con hexanotécnico (eliminación de acidos saturados), el

insoluble se recrístalizó de metanol obteniendoun producto cristalino

que fundió a 131-132o, no observándose depresión por punto de fusión mez­

cla con el ácido 9,10-dihidroxiesteárico obtenido a partir de ácido olei­

co puro.

Los intentos realizados a través de 1a recristalización de compues­

tos de inclusión de urea para lograr productos libres de 15;} y por tanto

útiles para reconocer por bromaciónen éter de petróleo 1g¿g fracasaron

(15;; y lg¿; se eliminan en forma conjunta en las recristalizaciones).

(ver Discusión).

f) Investigación de gsteroles

Se procedió a separar los esteroles a partir de insaponificable por

cromatografía en capa delgada de estos últimos según la técnica de Fedeli

et a147. Se emplearon placas de 20 x 20 cm recubiertas de sílica gel G

(5 g de sílice. gel en 10 ml de H20) utilizando 60 g de esta suspensión

por placa, con espesor de 1 mm.Las placas se activaron por calentamiento

a 110° durante 90 minutos, sembrando en forma de banda, insaponificable

disuelto en mezcla éter etílico-metanol. Se sembraron93 mgde insaponi­

ficable, equivalente a 24 mgde esteroles totales. Paralelamente y en

forma separada se sembró una banda de 2 cm de largo con solución de insa­
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ponificable y a su lado una manchade 0,5 cmcon patrón colesterol y

se desarrollo con mezcla hexano-éter etílico (1:1), durante 35 minutos.

Unavez seca al aire la placa,se revelaron las 2 bandas pequeñas por pul­

verización con 2,7-diclorofluoresceina al 2 fl observandobajo luz U.V.

de 368 nmla posición del colesterol y la banda de esteroles del in­

saponificable (fluorescencia verde clara sobre fondo verde oscuro). Por

raspado de la banda principal, en la zona de esteroles, seguida por elu­

tión con éter etílico y eliminación del solvente se obtuvieron 23 mg

de esteroles, destinados al examenC.G.L..

Se empleó un equipo Hewlett Packard 5750-Research Chromatograph,

equipado con detector de ionización de llama, columna de 1,80 m x 3 mm

de diámetro interno, relleno constituido por ChromosorbWsilanizado (80­

100), conteniendo 3 %de silicona 0V-17 comofase fija, temperatura de

la columna260°, del detector y el inyector 315°, presión de entrada de

nitrógeno (fase móvil) 1,6 unidades, atenuación 8 x 103 y con inyecciones

de 10/al de solución de esteroles al 5 % en cloroformo. Los Valores de

presión de entrada y temperatura de columnafueron fijados a fin de en­

contrar las condiciones más convenientes para la resolución de una mez­

cla de campesterol+psitosterol y stigmasterol.

Elegidas las condiciones finales se corrieron patrones de coleste­

rol, mezcla campesterolfiÓ-sitosterol y stigmasterol inyectando 1OÁAlde

solución al 5 %en cloroformo y registrando los siguientes valores de

tiempo de retención (expresados en cma partir del comienzodel pico de



solvente): colesterol 15,90; campesterol 20,55; stignuusterol 22,40 ny­

sitosterol 25,50. Idénticas condiciones operativas se emplearonpara los

esteroles del insaponificable del aceite, obteniendo el cromatogramade

la Eigurg Z, cuyo análisis revela la principal ocurrencia de¡3—sitoste­

rol (Tr/ 1 ' 'rr colesterol ,60) y en menorconcentración campestczol (Tr/Tr

Tr colest.colesterol 1:29) Y en muybasa concentrac16n stigmasterol (Tr/
1,41). Ademásun pico con valor de Tr 1,80 (65-avenasterol ?).¿r colest.

0,80; uno muy poco perceptible con Tr motro con Tr/T r colest.r colest.

0,99 (colesterol ?) y el más lejano con un valor relativo de tiempo de

retención de 2,30.

g) Alcgloidgs en aceite crudo de semilla

Los liquidos acuosos ácidos (Clfl) resultantes del tratamiento del

aceite crudo para la extracción de alcaloides se concentraron en Rota­

vapor observando la formación de cristales. Se alcalinizó con HaOHy

extrajo exhaustivamente con 6130H en ampolla (4 extracciones), y de los

extractos clorofórmicos lavados con agua se recuperó el solvente obtenien

do un residuo de alcaloides no fenólicos (rendimiento 0,56 É respecto de

aceite crudo). Los líquidos acuosos agotados se acidificaron (ClH) y tra

taron con cantidad suficiente de COBHNa(paradestruir el ClH),añadiendo

ligero exceso, extrayendo nuevamentecon Cl3CH(alcaloides fenólicos);

por recuperación del solvente se obtuvo un residuo (rendimiento 0,002 fl

de aceite).

A los fines de fijar el númerode alcaloides presentes se hicieron
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corridas cromatográficas en capa delgada, usando placas de vidrio de “J

x 20 cm cubiertas por una capa de 0,25 mmde sílice gel G, activadas 1

hora a 110°. Comosolventes de desarrollo se usaron las mezclas: ClBCH,

metanol (7:3); n-butanol, ác. acético, H20 (13:1:3) y benceno, metanol

(3:2, ambiente saturado de HHB).

Las placas se observaron con luz 3.7. (363 nmÏ antes y después de
. . . . . w . u ./roc1er con el reactivo de1)ragenaorilnodificado por ¿unier y qacheboue;‘B

1' C‘y para revelar alca101des fenólicos se utilizó el reactivo de Folin*’.

Todos los medios de desarrollo produjeron la separación de 4 men­

chas en la fracción de alcaloides no fenólicos, 2 de las cuales fueren

identificadas comoberberina y palmitina, por comparación con muestras

testigo de esos alcaloides, en los tres medios de desarrollo nombrados,

teniendo los siguientes Rf: 0,50 y 0,54 (Cl CH-metanol); 0,34 y 0,253

(n-butanol-ác. acético-Hzo) y 0,59 y 0,44 (benceno-metanol) gue coin­

cidieron respectivamente con los de berberina y palmitina. Unade las

manchas restantes tuvo Rf de 0,36; 0,17 y 0,33 en los tres medios según

fueron ordenados antes y la 42 mancha (que revelabe comofenol) tuvo

Ef: 0,72: 0,74 y 0,47, y cs la única manchaque apareció en la fracción

de elcaloides fenólicos.

a- Harina de extracción de semilla - Análisis zcncral

a) Obtención de la muestre

31 producto resultante por el agotamiento con hexano (Soxhlet) de

la semilla, se expuso al aire y finalmente se sccó en estufa de vacio
C . . . .(45-50 ) para eliminar el solvente remanente. be remolió y preservó en



frasco de buen cierre hasta su análisis. Sobre este producto sc practi­

caron las siguientes determinaciones:

b) Humedad-(A.O.A.C. Official Method 13,3, 1950). Operando sobre

2 g (estufa de vacio, 100ohasta constancia de peso), se obtuvo un va­

lor de 7,58 75.

c) Cenizas- (A.0.A.C. Official Method 13.6, 1950). Operando sobre

1 g de muestra se calcinó en cápsula de platino a 590-5500hasta obten­

ción de cenizas blancas que representaron 2,64 fi.

d) Nitrégeno total- (Macrométodo Hjeldahl, A.O.A.C. Official Me­

thod 2.24, 1950). Efectuando la digestión con mezcla SO ,SOCuy¿52 4

SOAh2, el valor promedio de 2 determinaciones fue 2,71 fl. Empleando el

factor 6,25 y expresandolos resultados sobre sustancia seca el conte­

nido de proteina "bruta" fue de 18,32ji

e) Fibra cruda- (A.0.A.C. Official Method 21.038, 1965). Se ope­

ró directamente sobre harina por estar prácticamente libre de aceite.

El valor promedio de 2 operaciones fue de 10,66 Á.

f) Estrggtg_agugg_- 5o Alrededor de 5 g de harina exactamente pg

sados se colocaron en Erlenmeyer de 250 ml, agregó 100 ml de 320 desti

lada y taró el conjunto. Se llevó a ebullición suave, que se mantuvo

durante 30 minutos , se dejó enfriar y reestableció el peso inicial oon

HZOdestilada, filtrando por papel, del filtrado se midieron 20 m1que

se llevaron a seco en Rotavapor, secando finahnente hasta peso constan­

te en estufa do vacio (100°); el valor obtenido fue 18,49 fi.



g) Acidez del extracto gggggg- 2) ml del filtrado obtenido segmq

f) se titularon con solución de HaOH0,1 N (fenolftaleina); el resulta­

do expresado en mg¿OH/ g de harina fue de 10,30 (equivalente a 1,23 Á

de harina comoácido málico).

h) Extracto clorofórmico- 20 g de harina se agotaron en Soxhlet

por cloroformo (24 horas). Por recuperación del solvente en gotavapor

y calentamiento en estufa de vacío (100°) hasta constancia de peso se

obtuvo un valor de extracto clorofórmico de 1,A4.%(lípidos residua­

les),

i) Azúcares reductores- (A.0.A.C. Official Method22.043, 1965).

Se operó sobre 10 g de harina neutralizada con 1 g de COCa, procediendo
3

al agregado de 125 ml de etanol 50 % (en volumen) y calentando en baño

de agua a 83-85o durante 1 hora. Una vez frio se dejó en reposo por va­

rias horas y llevó a volumen de 250 ml con etanol neutro de 95 fl, mezcló

y centrifugó (15 min. 1500 rpm). 200 ml de sobrenadante se concentraron

(Rotavapor) a 1/fio del volumeninicial (eliminación de alcohol) y el lí­
quido resultante se defecó con solución saturada de acetato de plomo,

elhninando el exceso con oxalato de potasio y filtrando por papel seco,

sobre alicuotas de 2Dml se determinaron por duplicado azúcares reductg

res según Hunson y ‘nlalkerS1(pesada de Cu20), obteniendo valores coino;

dentes de 4,14 % expresado en azúcar invertido.

j) Azúcares invertibles- (A.O.A.C. Official Method29.23, 1950).

20 m1de la solución obtenida en i) se trataron por inversión con 2,5 ml



de Clfl S21,10, calentando a bañomaria por 20 minutos, enfriando y neu­

tralizando la solución con NaOH10 fl (tornasol), llevando a volumenfi­

nal de 50 ml; operando sobre alicuotas de 20 ml (Hunson y walker; por

pesada) se obtuvieron valores coincidentes de 2,44 fi para azúcares in­

vertibles, expresados en sacarosa.

k) Hidratos de carbono sacarificables- (A.O.A.C. Official Method

22.45, 1965). Se operó sobre 1,5 g de harina que se suspendieron en

2o destilada, añadidos de 1o ml de cm S:1,125; luego de 2

horas de ebullición (reflujo) se neutralizó con solución 10 É HaOH(tor­

100 ml de H

nasol), llevó a volumende 200 ml y filtró. Sobre alícuotas de 49 pl de

filtrado se determinaron azúcares por sacarificación (Hunsonjrwalker

por pesada), obteniendo un valor de 17,85 % expresado en almidón.

La investigación especifica de almidónresultó negativa.

l) Rendimiento en furfural oor destilación con C13 12 %-(A.O.A.C.

Official Method22.050, 1965) Por estricta aplicación de esta técnica a

3 g de harina y a través de la formación de floroglúcido se encontró un

valor de rendimiento en furfural de 4,04 Z. Tte valor se ha tenido en

cuenta en la Discusión de la Parte Experimental en relación a la deter­

minación de poliurónidos.

m) Determinación de poliurónidos- Se llevó a cabo a través de la

determinación de CO2desprendido por tratamiento con ClH 19 fi en peso,

empleandola micro-técnica de Barker et a138. Se realizaron 3 determina­

ciones empleandotiempos de tratamiento de 2, 3 y 5 horas, obteniendo va­



lores constantes para las 2 últimas; el Valor hallado, expresado en poli­

urónido (ácidos urónidos x 0,908) fue de 17,60 pá.

n) Análisis cualitativo de hidratos de carbono por cromatonrafia

en Eaggl- Fracciones de 10 ml de las soluciones usadas para la determi­

nación de azúcares reductores totales y azúcares invertibles se llevaron

a sequedad (vacío, 40°), los residuos se tomaron con piridina anhidra,

filtró por papel, (eliminación de sales inorgánicas), y volvió a llevar

a sequedad (vacio, 40°). Estos residuos se trataron por 2 veces con eta

nol 96 %, con el objeto de eliminar los restos de piridina y se volvie­

ron a llevar a sequedad. Los residuos finales se tomaron con 2 ml de

etanol (96 %), sembrando sobre papel WhatmannN9 1, junto con patrones

de comparaciónde los siguientes hidratos de carbono: glucosa, fructo­

sa, sacarosa, galactosa, xilosa, manosay arabinosa (disueltos en agua

a razón de 10 mg/ml).

Los cromatogramas se corrieron en forma descendente, con un tiem­

po de desarrollo de 20 horas, dejando secar al aire por 2 horas y reve­

lando por inmersión o pulverizado según el caso. Comosolvente de desa­

rrollo se usó n-butanol, piridina, H20(1043:3)(buenaseparación) y n-bu

tanol, ác. acético, H20 (4:1:5), para verificación de ma’nosa.

El revelador general usado fue NOBAgen CHBOH0,3 % + Ha metálico

en CHBOH7 fi + NH3 en CHBOH16 % (5:2:1)52 para azúcares reductores; pa

ra cetosas se usó rcsorcina (40 mg) + 10 ml de butanol + 10 ml de ClH

0,25 N y para grupos hidroxilos vecinales metaperyodato de sodio al 2 %



en agua + MnOK al 1 % en CO3HNaal 2 % en agua (4:1)53.4

Sobre el liquido de determinación de azúcares reductores se ident;

ficaron: glucosa, fructosa, manosay sacarosa; el liquido anterior luego

de invertir presentó los mismosmonosacáridos (glucosa, fructosa y mano­

sa) y una manchaque no pudo ser identificada en base a los patrones use

dos, persistente en cromatogramasobtenidos sobre hidrolizados con 80432

(2 %) por ebullición durante 1 hora.

ñ) Evaluación de alcaloides- 10 g de harina se suspendieron en 100

ml de metanol y dejaron en reposo durante una noche, luego se calentó a

reflujo sobre bañomariadurante 4 horas, filtró en caliente y evaporó

(vacio, 50°). El residuo se tomó con 20 ml de ClH al 1 fl, calentando a

50-60opara favorecer la disolución, filtró luego por una capa de Celi­

te, el residuo se trató nuevamente con 10 ml de ClH 1 %, juntando ambas

fracciones luego de filtrar. El filtrado se alcalinizó hasta pH10 (pa­

pel universal) con NH3concentrado, extrajo por 2 veces con 60 ml de

CIBCH,la fracción clorofórmica se lavó con 20 ml de agua. La fracción

clorofórmdca se secó sobre SOANa2(anh.), filtró, concentró en vacio

(50°) y sec6 sobre bañomaria, dejando finalmente una noche en desecador.

El residuo correspondió a 0,42 %de la harina.

Conel residuo se corrieron placas de silica gel tal comose expl;

có en el punto 7-3). Los Valores encontrados para las 4 manchas presen­

tes, son prácticamente iguales a los anteriores.

o) Investigación sistemática de otros componentes-Se aplicó estrig



tamente una marcha analítica para la Investigación Quimicade Vegetale55¿.

Comoresultado se evidenció la presencia de alcaloides y fitoesteroles.

9- Estudio sobre comggsición de gulgg

Sobre pulpa preservada comose indicó en 3- se practicaron las ei­

guientes determinaciones analíticas:

a) Extracto seco- (A.0.A.C. Official Method20.010, 1965). Alrede­

dor de 20 g de pulpa se colocaron en cristalizador (8 cmde diámetro) y

evaporó a no mas de 70o y finalmente en estufa de vacio 70° (presión me­

nor de 100 Terr) hasta obserVar diferencias no mayores de 3 mg entre pe­

sadas luego de 2 horas de tratamiento. Se obtuvo un valor de 15,44 7.

b) Cenigas- (A.0.A.C. Official Method 11.021, 1965). Se operó so­

bre alrededor de 6 g de pulpa con temperatura final de 500-5500. El va­

lor obtenido fue 0,75 %.

c) Alca'linidad de cenizas- (A.0.A.C. Official Method 11.021, 1965).

Por aplicación de esta técnica se obtuvo un valor de 12,5 ml de ácido 1

. Equivalente a 9,4 ml de ácido 1 N por 100 g de pulpa.N ./ g cenizas
d) Densidad relativa- (Picnómetro). Se obtuvo un valor de densi­

dad relativa 825: 1,053.
e) Valor de Qfi- Se determinó con equipo Metrohm Herisau E 396 B

con electrodo de vidrio combinado; el valor obtenido a 20° fue de 3,25.

r) Nitrógeno totaú.- (MacrométodoKjeldahl, A.0.A.C. Official Method

2,24, 1950). Se operó sobre 6 g de pulpa observando un Valor promedio de

0,17 %. Expresado empleandoel factor 6,25, el contenido en proteina



"bruta" fue de 1,06 %.

g) Acidezvolátil- (Cazenave-Ferré) Por estricta aplicación de cs­

te métodose encontró un valor de acidez volátil de 0,014 % expresada en

ácido acético.

h) Acidez total- Se efectuaron 3 formas de valoración: Consolu­

ción de Ca(0H)20,05 N y considerando el viraje de los pigmentos propios

de la pulpa (viraje del rojo al verde, a pH7,04 estimado durante la ti­

tulación potenciométrica); por titulación con solución de NaOH0,1 N y

azul de bromotimolcomoindicador externo (pHde viraje 6-97,6) y final­

mente titulación potenciométrica.

A los fines de las 2 primeras se partió de aproximadamente7-9 g

de pulpa diluida en 50 ml de agua destilada recientemente hervida y en­

friada. Para la titulación con solución de Ca(OH)2e indicador propio de

la pulpa se encontró un valor de 1,52 % expresado en ácido málico, prác­

ticamente equivalente al hallado por titulación con NaOHy azul de bro­

motimol (1,56 % comoácido malico).

La titulación potenciométrica se practicó sobre 1 g de pulpa dilu­

ida con 10 ml de agua destilada, empleando electrodo de vidrio combinado

(equipo MetrohmE 396 B) y agitador magnético, se operó a temperatura

ambiente (20°) registrando las variaciones de pHen función de los agre­

gados de solución de NaOH0,01 N (cada 0,5 ml). De la representación de

los valores de al en función de los ml de álcali agregados y en base a

los incrementos correspondientes se calculó la derivada primera y segun­



da, que permitió obtener el pfi y la cantidad de álcali agregado al punto

de inflexión principal que son respectivamente 8,25 y 26,17 miliequiValeg

tes (correspondientes a 1,75 fl de ácido málico en la pulpa). El valor al

que se observó el primer indicio de cambio de color de la pulpa fue de

7,04.

i) Acidos pgcticos- (A.0.A.C. Official Method20.040, 1965). Se

practicó este método (solubilización en medio 01H, saponificación con 1%

de NaOHen frio, precipitación de ácidos pécticos, redisclución y repre­

cipitación, aislamiento e incineración) sobre 20 g de pulpa obteniendo

un valor de 0,29 %de ácido péctico.

j) Determinaciónde azúcares- A los fines de calcular las concen­

traciones en los azúcares presentes identificados por cromatografía en

papel (ver más adelante) se practicaron determinaciones de azúcares re­

ductores (Bertrand) y azúcares invertibles (Bertrand). Ademas,por yo­

dometria se determinaron aldosas antes y después de inversión y por apli

cación de la técnica de Shaffer y Somogyilas concentraciones de cetosas

antes y después de inversión.

j1) Azúcares reductores e invertibles- Se partió de alrededor de

3 grmnos de pulpa, que se llevó a neutralidad con solución de NaOH0,1 H

(indicador propio), agregó 5 ml de agua destilada y solución saturada de

de acetato de plomoneutro gota a gota para producir un precipitado flo­

culento, centrifugando a cada agregado hasta producir precipitación com­

pleta, luego con solución de oxalato de sodio se comprobóque no quedara



plomoen el sobrenadante. El precipitado se lavó y eentrifugó 3 veces

con 7-8 ml de HZO,juntando todas las soluciones sobrenadantes y llevan

do a volumen de 100 ml.

50 ml de la solución anterior se invirtieron por agregado de 5 ml

de C1H .31,10, calentando 15 minutos a 60130, neutralizó con IaOH (torna

sol) y se llevó a 100 ml.

Los hidratos de carbono fueron determinados por el método de Ber­

trand57 usando para el examende azúcares reductores 20 ml de la solu­

ción respectiva y para azúcares invertibles 25 ml. Comoazúcares reduc­

tores se encontró un valor de 8,68 fl, expresado en azúcar invertido y

comoinvertibles 0,66 fl en sacarosa.

52) Aldosas ï cetosas antis1_de_spués de inversión- '36 g.de pul­

pa fueron liberados de proteinas y clarificados por agregado de 2 g de

crema de alúmina, llevando a 200 ml con agua. Se filtro descartando los

primeros ADml, del filtrado siguiente 75 ml se llevaron a 100, determi

¡ándose sldosas por el método de Marshall y Norman55sobre 20 ml de es­

ta solución. 50 ml de una solución así preparada fueron invertidos con

7 ml de Qlé á 1,10 en la forma detallada en j1) llevando a un volumenfi

nal de 100 ml, usándose para cada determinación yodimétrica 201ml.Se re­

gistró un contenido de aldosas antes de inversión de 5,72;Ú y de 6,27 fi

después de inversión, ambas expresadas en glucosa. Para la determinación

de cetosas, e partir de soluciones de azúcares preparadas'de igual mane­

ra que para aldosas, se tomaron 20 m1 a los que se agregó 40 m1 de solu­



Ki! '4-}

f

ción "),-’)5 ¿ú de yodo f/ 25 rr: dc :Í::.’!{ 0,1 3.:, 11,1230de li) minutos de repo­

:¡o se :Lcid'jficó con 5 ml de SO/H?
y —

berado con solución de 8037-251?al 1 ,73(almidón como irdlicador'), sc neutra

lizó el ácido con solución de 253.03‘. Í.’ (bromocresol verde) 3; llevó a 250

1 li y redujo cuidadosamente el yodo 1:

|le con agua. Sobre 5 :le de solución así preparada se aplicó la técnica
56de Shuffer-Somomi . contenido cn cetosaus encontrado Fue :le 3,1,3 ,‘á

antes de inversión y de 3,'¡/-rf5 después de inversión, mubos expresados

en fructosn.

k;- Identificación de azúcares por cromatogrrlafin en capel- A fraccig

nes de 10 ml de las soluciones preparadas según 3'1), se les aplicó el mig

motratamiento que el descripto en 8-n) las soluciones así preparadas fug

ron sembradas sobre papel 'a-JhatmaxmZ‘JQ1 junto con patrones de comparación

de los siguientes azúcares puros: glucosa, fmctosa, arabinosa, manosa,

ramnosa, sacarosa. rutinosa, celobiosa y gcnciobiosa.

Los medios de desarrollo fueron las mezclas de los siguientes sol­

ventes: 1a-butanol-piridina-agtm (6:4:3): n-butanol-etanol-agua (10:4:l,.) y

acetato de etilo-pií'idina-aglm {1):L:4.), con tiempos de desarrollo entre

2C)y 36 horas. Los reveladores utilizados fueron los mismos.(¿uepara hi­

dratos de carbono en harinas S-n). Con lo cual se demostró la presencia

de glucosa, fructosa, sacarosa y genciobiosr. en la muestra sin invertir

y solamente glucosa y fructosa luego de inversión.

l) Identificación de ácidos}fijos­

11) Aislamiento de ácidos no].ibásicos- 25)g de pulpa se trataron
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de acuerdo a la técnica A.O.A.C. Official Method ZJ¡346, 1965, para la

eliminación de pectinas y la solución result te luego de neutralizada

se acidificó con ácido acético comoindica la técnica de aislamiento de

ácidos polibásicos A.O.A.C. Official Method 20.050, 1965, luego por agrg

gado de (Ac0)2Pbsólido y centrífugado tras cada agregado, se consiguió

precipitación total. El precipitado se lavó con alcohol 80 fi por suspen­

sión y centrifugación, finalmente se suspendió en 150 ml de agua, pasó

una corriente de SH hasta saturación, filtró por papel y concentró al2

vacio (50°) hasta un volumen de 4 ó 5 ml, que se usó para las cromato­

grafías siguientes:

12) cromatografía en papel- La solución de ácidos se_sembró junto

con testigos puros de ácidos: quinico, ascórbico, tartárico, cítrico,

málico, sixíngico, succinico, fumárico y glucurónico sobre papel Nhatmann

N9 1. Los cromatogramas se desarrollaron en una mezcla de solventes resu;

tante de mezclar y dejar saturar volúmenesiguales de 1-pentanol y ácido

fórmdco acuoso 5 M, con corridas durante una noche; luego de secar en co­

rriente de aire frio por 2 horas, se roció con los siguientes reveladores:

a) azul de bromofenol (0,04 fl en etanol 95 É; gi ajustado e 7), b) nitra­

to de plata amoniacal (partes iguales de 3103.1.g0.1 :1 y PIHAOH0,1 2-:y c)

vanadato de amonio (sol. saturada)57.

Por observación directa de los cromatogramas o bajo luz U.V. (368

nm) se encontraron en las manchas sembradas con el extracto de ácidos po­

libfisicos,los ácidos málico, ascórbico y cItrico.Sc corrieron tanbien org



matogramas en los cuales se sembró una gota de la pulpa tal cuall en esas

condiciones aparecía una nueva manchaque se correspondía con la de ácido

glucurónico.

11) Cromatografía en capa delgada de cclulqgg- Para confirmar la

presencia de un ácido urónico se adaptó la técnica de cromatografía en

capa delgada de Petri et elsa.

Sobre placas de vidrio de 2Dx 23 cm se extendió una suspensión de

polvo dc celulosa NhatmannCC41, secando luego en estufa a 105° durante

1 hora. Se sembró pulpa del fruto junto con testigos de los ácidos málico,

glucurónico y galactourónico y los siguientes azúcares: glucosa, galacto­

sa, fructosa, sacarosa y genciobicsa. El solvente de desarrollo fue una
\

mezcla de ácido fórmico—agua-terbutanol-metiletilcetona (15:15:40:30),

con 2 corridas sucesivas durante 80 minutos. Las placas se revelaron por

partes con solución de azul de bromofenol (ver cromatografía en papel) y

con solución de clorhidrato de p-anisidina al 2 fi (110° durante 13 minu­

tos). Con el primer revelador se detectaron manchascorrespondientes a

ácido málico y ácido glucurónico y con el segundo una mancha color marrón­

verdoso correspondiente a glucosa, muypróxima a ella una color rojo-ce­

reza correspondiente al ácido glucurónico (buena separación entre los tes

tigos de ácido glucurónico y ácido galactourónico), 2 manchasmarrón dé­

bil (sacarosa y genciobiosa) y una amarillo fluorescente (fructosa).

14) Cromatografía en fase gaseosa- Se logró por C.G.L. de los és­
teres metilicos sililados de los ácidos fijos.



¡ sinn alícuota del concentrado de ácidos fijos (obtenido según 11)

e de pulpa) se deshidra­conteniendo aproximadamente 56 mg de ácidos (5 J

tó en Rotavapor a temperatura no mayor de 60° y luego en desecador

(ClZCa) por una noche. El residuo se t até con 30 ml de metanol anhidro

hasta máximadisolución y filtró por papel de un insolublec el filtrado

se llevó a seco en un Rotavapor y el residuo se disolvió en 10 ml ic é­

ter anhidro, enfrió en hielo y trató con solución etérea de diazomctano

al 3 %59. El agregado de diazometano se continuó en pequeñas dosis has­

ta observar color amarillo persistente y cese de desprendimiento de ni­

trógeno: se llevó a seco en Rotavepor a temperatura no mayor de ¿Do y

el residuo se pesó y disolvió en piridina anhidra a razón de 1 ml por

cada 10 mgde residuo. En un tubo de centrífuga se midió el equivalen­

te a 1Dmgde ésteres, agregó 0,2 ml de hexametildisilazuno, agitó,

añadió 3,1 ml de clorotrimetilsilano, agitó nuevamentey tapó bien el

tubo; se dejó reposar por 30 minutos y centrifugó (15 minutos,3000 rpm),

tomó con pipeta la mitad del sobrenadante que se trasvasó a un dedo de

vidrio con esmeril, eliminando los liquidos en Rotavapor a temperatura

de 40°. El residuo se disolvió en 3 ml de oiclohexano anhidro, emplean­

do esta solución para inyectar en el cromatógrafo. Se utilizó un equipo

Perkin Elmer Vapor Fractometer Mod. 154 con columna de 2 metros por 4

milímetros de diámetro interno con relleno de ChromosorbG4ïP silaniza­

do (80-100) conteniendo 4 fl de "silicona rubber" comofase fija, 32 co­

mofase móvil, temperatura 123°, presión de entrada 1D psi y empleando
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A¡¿i de solución en las inyecciones. Previamente se corrieron patrones

de ácidos málico, tartárico y cítrico esterificados y si.ilados, obte­

niendo el cromatogramade le Ficura 8. La Firura 2 corresponde al cro­——f——-—— ———¡—

matogramade los ácidos fijos de la pulpa examinado, en el que se ob­

servan además de ácido málico ó picos menores con Tr/i de 1,42­r málico

1,8’- 2,01- 3,21- 4,19- 5,42 correspondientes a canponentes no identi­

ficados. Por triangulación de este cromatograma,la concentración de

ácido málico fue de 96,5 É, 2,2_S para el componente de Tr," .¡¿r malico
1,42 y 1,3 fl para el conjunto de los restantes.

l ) Determinación de ácidos cítrico I'málico- Comocomplemento
5

de las determinaciones de acidez fija e identificaciones de ácidos fi­

jos, se aplicó los Official Method¡’a.O.A.C.20.348 al 20.051 a la dote;

minación de ácido cítrico (revelado comoexistente por la cromatografía

en papel y no presente por 1a cromatografía gaseosa) obteniendo un va­

lor de 0,12 fi expresado en ác. cítrico. Asi mismoy por aplicación de

los Official MethodA.0.A.C. 23.052 al 20.055 se determinó el contenido

de ácido málico que resultó ser 1,03 % comoác. málico.

n) Ligidgs extraíbles gor étg___tilico— 17 g de pulpa se.disol—

vieron en 70 ml de agua extrayendo con éter etílico (3 extracciones con

SJ ml por voz), los extractos reunidos se lavaron por agitación con agua,

trataron con 50¿fia2 (anh.) recuperando el solvente a bañomaria y calen­
tando el residuo hasta constancia de peso (1000, 5 Torr). Se obtuvieron

7,2 mgde lípidos (0,04 ,6).



Este residuo se saponificó con hOï al 4 É en etanol, aislando los

ácidos totales que se esterificaron con metanol, obteniendo los éstcres

,-_ ‘wq y (‘ ." T l d' ' d \h' +v.. 7_\ '._que se bhflmluuron por 1.4.“. en as Con lolones eSLIlpu-3 en c,. nd

Figura 19 reproduce el cromatograma obtenido.

ñ) Investivación sistggétiga dg_gtros.ggmgonentes- Se aplicó es­

trictamente una marchaanalítica para la investigación quimica de vege­

tales54: se evidenció la presencia de taninos,.flavonoides / fitocste­

roles. La pulpa examinadano contenía alcaloides.

10- Examende un dulce de "Calafate"

Se procedió al examende composición general de un dulca de "Cala

fate" de venta pública, adquirido en la Capital Federal y elaborado en

Bariloche (Prov. de Rio Negro). El producto tiene aprobación oficial y

se expende en recipientes de vidrio hennéticos con contenidoldc 454 g.

La composición general determinada por aplicación de las técnicas

A.O.A.C. reveló los siguientes valores:

Sólidos totales: 57,45 7€,sólidos insolubles 0,33 JI, cenizas tota

les (500-550°) 3,25 ¿5, (solubles 0,17 insolubles 0,02331),alcalinidad

de cenizas solubles 11,0 ml de ácido 1N/gramo, azúcares reductores (en

azúcar invertido) 41,10 fi, azúcares invertibles (en sacarosa) 9'80 fi,

acidez total (en ácido málico) 0,41 Z, valor de wi (29°) 3,40, ácido pég

tico 1,17 fl, nitrógeno total Kjeldahl 0,1 Á, extracto en éter etílico

(lípidos) 0,02 ;,3.

La investigación de azúcares por crOmatografïa en papel revela,
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fructosu, glucosa y sacarosa por examendirecto y fructosa y glucosa por

examendespués de inversión.

La investigación de ácidos orgánicos por cromatografía en papel rg

vela la existencia de ácidos málico, cítrico y un ácido urónico.

La investigación sistemática de otros componentes54mostró ausen­

cia de alcaloides (al igual que en la pulpa de frutos de fi. buxifoliu) y

presencia de taninos.

b) Antocianos presentes en el dulce

b1) Extracción de los pigmento - cantidades entre 5 a 10 g del

dulce se trataron con volúmenesiguales de metanol y evaporó al vacio

(40°) hasta sequedad. Se tomó el residuo con ác. clorhídrico metanólico

1 fl (10 a 12 veces el peso del residuo), guardó en heladera bajo atmós­

fera de N durante 24 hs, al cabo de ese tiempo se filtró bajo trompa de2

vacío y concentró (Rotavapor, LOC)hasta obtener una solución siruposa.

bz) Aislamiento x purificación- Los pignentos fueron aislados

por cromatografía preparativa mediante técnica descendente, para ello

el extracto metanólico se sembró en banda sobre papel Whatmann3 HM,se

usó comosolvente de desarrollo la capa superior de la mezcla n-butanol­

ác. acético-agua (4:1:5), con tiempos de desarrollo de 40 hs, con lo

cual se obtuvieron 2 bandas (S e I). Las bandas obtenidas luego de la

corrida cromatográfica fueron eluidas con la mezcla agua-metanol-ác. acá

tico (5:9035). En todos los casos se purificó las bandas por cromatogra­

fía de los eluidos anteriores, una vez concentrados (Rotavapor, 40°),
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por cromatografía preparativa sobre papel Whatmann3 MM,usando como so;

vente de desarrollo ácido acético al 15 % en agua. En este medio la ban­

da I se desdobló en 2 bandas (11 e 12); eluyendo en la forma antes men­

cionadayse obtuvieron 3 fracciones que fueron estudiadas.

b3) Indentificación de las antocianas­
Espectgoscopía- Se realizó empleando un espectrofotómetro Beckman

DK2 de registro automatico en la zona U.V. y visible. Los pigmentos llg

vados a sequedad (vacío 40°) se tomaron a razón de 1 mgfial con metanol­

Clfl 0,01 % (p/v)60. Los desplazamientos batocrómicos del máximodel vi­

sible se determinaron agregando a 2,5 ml de la solución metanólica, 3 gg

tas de una solución al 5 % en etanol absoluto de ClBAl (anh.).

Cromatoggggía- De cada uno de los pigmentos se desarrollaron cro­

matografias sobre papel WhatmannN9 1 contra testigos auténticos aisla­

dos de diferentes especies, usando los siguientes medios de desarrollo:

a) n-butanol-ác. acético-agua (42125), fase superior preparada inmedia­

tamente antes de su empleo. b) n-butanol-ClH 2M(1:1), capa superior (es

tabilización de los papeles 24 hs.. c) 01.11(c)-agw1 (3:96, 173),d) ás.

aCÉtiCOJClH(c)-agua (15:3:82)61.

Oxidación degradativa- Se efectuó sobre cada uno de los pigmentos

con H202siguiendo la técnica descripta por Karrer y Meuron62,modifica

da por Chandler y Harper63. Los productos de oxidación se estudiaron crg

matográficamente en papel WhatmannN9 1, desarrollando en nnbutanol-piri

dina-agua (9:5:8) utilizando los azúcares testigo correspondientes, que



n I I qse revelaron oon el reactivo de Petron101l".

Los datos espectroscópicos, valores de Rf en los diferentes solveg

tes así comolos obtenidos por oxidación degradativa de cada uno de los

pigmentos se consignan en la tabla 8.

Los espectros U.V. y visible de los pigmentos no presentaron ab­

sorción en la zona de 300-330 nm, indicando ausencia de antocianas aci­

ladas.

De acuerdo a los resultados obtenidos y a 1a confirmación contra

testigos auténticos los pigmentosse identificaron como:I1=delfinidina

-3-glucósido; Iá=cianidina-3,S-diglucósido y Szdelfinidina-375-digluc6­
sido.



Tabla l.- Ageite de sM’ a de Barbarie buxifolia

cmterísticas fisicozguírrúcas

Densidad relativa (25/19) 0,9235

Indice de refracción 25° 1,4774

Indice de saponificación 198,2

Indice de yodo 166,1

N9 de acidez (mg KOH/g) 4,4

Insaponiricable total 3% 1,68

Indice yodo insaporüi‘icable 110,3

Esteroles totales mg7€g 436

Tocoferoles totales
canoutocoferol mg% g 28,5

N9 de escualeno mg % g 30,6

Reacciónde Benier
(aceites de semilla) positiva

Reacción de Halphen negativa
(ácidos ciclopropénicos)
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Tabla g- Aceite de semilla de Berbezis bugggolia

nggggición acídica

Acido fl de ác. totales

12:0 vest

1¿,o 0,1

16:0 3,5

16:1 0,1

17:0 vest

17:1 vest

18:0 1,9

18:1 23,5

18:2 29,1

18:3 36,8

20:0 vest

20:1 vest

Indice de yodo ácidos totales (calculado) 17497

Indice de yodo aceite (detenninado) 166,1; (calculado) 166,0
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Tab;a 2- Acgiye de sgg¿;;a de Berberis buxifolia ­

Comgggiciónacídica exhaustiva

'do de ác t es___

12:0 veat

14:0 0,07

15:0 0,01

16:0 7,87

17:0 0,02

18:0 1,68

20:0 veat

22:0 vest

24:0 veat

15:1 0,01

16:1 0,15

17:1 0,02

18:1 23,16

20:1 vest

18:2 29,21

18:3 37,80

Indice de yodo ácidos totales (Calculado) 175,3

Indice de yodo aceite (determinado) 166,1; (calculado) 166,7



Tang­

Destilaciónfraccionadadeésteresmetilicosdeácidostotalesdeaceitede

a.Composiciónacídica(C.G.L.)delasfraccionesy

residuodedestilación.

Peso

gAcidos%ácidostotalesenfracción

12:016:017:018:015:116:117:1

‘­

0,19 0,44 0,65 1,30 1,90 1,98 2,20

NMQ‘WQFÉO

1,31

Resid.(x,xf)2,7ó

0,71,8—0,4

2,8

91,9-­ 83,3 50,8
6,9 0,9­ 0,5­ 0,2­

1,49 3,46 5,11
10,21­

vestvest-0,12,1vest vest0,90,211,9

0,125,1

24,5 25,2

14,93--­ 15,55--­ 17,23...._

1,5--­ 2,0--—25,7 2,7--­ 2.4--­

10,23-——0,1-23,8 21,68veSt--0,3'90

41,4 1.5.1+ 1.4.4

(K)

libredeinsaponificable

(xx)contieneademásvestigiosde20¡0,22¡O,g¿¿gy20:1.

65
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Tabla 5- Harina.de gración de semil_lade Berberis buxifolia

Comgosición general

%harina tal cual

Humedad(100°, vacío) 7,58

Cenizas (sm-550°) 2,61

Nitrógeno total (Kjeldahl) 2,71

Proteina "bruta." (N x 6,25, 3.8.8.) 18,32

Fibra. cruda (A.0.A.C.) 10,66

Azúcares reductores (az. invertido) 4,14

Azúcares invertiblea (en sacarosa) 2,44

Hidratos de carbono sacarificables
(en almidón) 17,85

Poliurónidos 17, 60

Extracto clorofórmico 1,44



Comgoaición Química

Densidadrelativa (25/4°)

Extracto seco

Cenizas (SGO-550°)

Nitrógeno total (Kjeldahl)

Hmdm"mmw(Nx@ü)
Acidezvolátil (en fic. acético)

Acidez total (en ác. málico)

Acido péctico (A.0.A.C.)

Monosacáridos (glucoaa+fructosa)

Disacárídoa (sacarosa+genciobiosa)

Extracto etéreo

Tabla é- Pulgg de frutos madurosde Berborithggifolia

Q7
í 0

95

7°

f
72-.

¡1/
/O

fl

Ei

‘a

1,053

15,44

0,75

0,17

1,06

0,014

1,75

0,29

9,12

0,84

0,04

(37



Tabla 1 Lipidos de gg;pg de B. buxifolia y de dulce de "Calafate"

Comgosíciónacídica - %de ácidos totales

Acidos Pulpa Dulce

B. buxifolia de Calafate
(K)

12:0 0,4 1,0

13:0 0,1 0,1

14:0 1,9 3,9

14:1 0,5 0,1

15:0 0,5 1,2

15:1+r—16:0 0,1 0,4

16:0 29,3 21,6

16:1 3,8 7,2

17:0 0,3 0,7

17:1 0,3 0,8

18:0 3,3 5,5

18:1 13,1 25,1

18:2 28,1P 25,6

18:3 14,1, 6,8

(x) además 3,6 75de zoo,2 7

en ambos trazas de 10:0, 11:0, 12;1, r-1A¡O, r-15¡O,

20¡0 y 20:1.



;—Identificacióndeantocianosendulcede"Calafate"

Pigmento

Espectrodeabsorción(x)
)\max.(nm)

AA¡11013

(nm)

Producto x100(xx)

deoxidaciónBu-Clïl1 CIL‘!

ACOH-CL‘I

272'533 276;531+ 274.;523

1+5 37 38

glucosa91+,57 glucosa20142 glucosa237,571

15 38

(ii)enmetanolconteniendo0,0155deClHconcentrado. (xx)sobrepapel¡matmann33

O

1.Abreviaturas:BAA(n-butemol-ác.acético­

agua;4:1:5);Bu-ClH(n-butanol-ClH2’5:1:1);1f5Clh'(ClHcena-agua3:97); AcOE-CI-Z(ác.acético-OLEemm-agua;1523282).
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' 1 l _30 20 10 mmwtos

Eggggg1- Cromatografía gas líquido de los ésteres metílicos de

los ácidos totales del aceite de semilla de Berberis

buxifo;¿a.
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Eiggga g- Examenexhaustivo de

la composiciónde aceite de se­
milla de Berberis bggigglia.
Cromatograma de 1a fracción 1
de la destilación fraccionada
de ésteres metílicos de ácidos

totales, (por hidrogenación ca­
talítica con palndio en ciclohg
xano desaparecen los picos seña
dos como 15:1, 16:1, 18:1, 18: 2

y 13:3; esto prueba la ausencia
de r-1620).

163

x256

í

Eigggg 2- Examenexhaustivo 1
de la composición de aceite W
de semilla de Berberis buxi­

folia. Cromatogramade 1a
fracción 3 de la destilación
fraccionada de ésteres metí­
licos de ácidos totales, (se
observan nítidamente los cog
ponentes 17:0 y 17:1).

x256

r
20 lb mimutos
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807040502010minutos

FiELaA.-EmmenexhaustivodelacomposicióndeaceitedeSemilladeBerberis

M.Cromatogramadelresiduodedestilacióndeésteresmetílicosdeácidostotales,(seobservannítidamente20:0,20:1,22:0y24:0).
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20 10 mmuio

Eigggg á- Reconocimiento de
ác. oleico. Cromatografía gas
líquido de los ésterea metili
cos incluidos comocompuestos
de inclusión de urea después
de la 2Brecristalización de
los aductos obtenidos sobre
ésteres metílicos de fraccio­

nes ricas en ¿stores en C18,
(se observa la total elimina­
ción de 18:3 y prácticamente
total de 18:2).
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Figprn 5- Reconocimionto de fic.

oleico. Cromatografía gus quui
do de los ésteres metílicos in­
cluidos comocompuestos de in­

clusión de urea después de la
1Grecristalización de los adug
tos obtenidos sobre ésteres me­
tilicos de fracciones ricas en

ésteres en C18.

—-X256

20



J m‘mutos10zo30.¿o

¿img1-AceitedesemilladeBegberisbuncii‘olia.Cromatografíagaslíquidodela

fraccióndeesteroles,(detallesexperimentaleseneltexto).Valoresde

..:7..2.Z

Tr/Trcolesterol.21.3910,80()pESQ¿“F-0,99(colesterol),Egg31,29 (campesterol),pico5:1,41(stígmasterol),p_ico5:1,60(fi-sitosterol), ¿5-2É=1o80(AS-avenasterol?),geo1:2,33(7)_
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Eágggg5-Cromatografíagaslíquidode¿steresmetílicoseililadosdeunamez­

cladeácidosmálico,tartáricoycítrico(detallesexperimentales eneltexto).
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Figggg3-AcidosfijosdepulpadefrutosmadurosdeBerberisbuxifolia.

Il
3020{ominutosó

tografíagaslíquidodeéstereemetílicossililados(detalles mentaleseinterpretacióneneltexto).
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20 10 anuLos
Fiaura 1g- Lípidos axtraíbles por éter etílico de pulpa de frutos maduros

de Berberis buxifolia. Cromatografía gas líquido de ésteres mg

tilicos de ácidos totales.



752

16:0

18: 1811

4

O

[«——>—x256

j
l

10 mmwtos
Figgra 11- Lípidos extraibles por éter etílico de dulce de "Calafate"

Crmmtografía gas líquido de ésteres metílicos de ácidos totales
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Teniendo en cuenta la amplia distribución de diverses especies del

género Berberis (el único género de Berberidaceas en la República Argen­

tina), la señalada carencia de informaciónbibliográfica acerca de la

composición química de frutos de plantas de 1a familia. Bgrbegiggeag y

en especial de las especies argentinas de BerbeÉs, se decidió el estu­

dio en ese sentido de los frutos maduros de Begberis bmcifglia Lam(Ca­

lafate) cosechados en Febrero de 1972 en las costas del Lago Argentino

(Prov. de Santa Cruz), próadnas a la población de Calafate. Con caracter

previo se presenta una.información acerca de la distribución de las espg

cies de Bei-bags en la. República Argentina; la descripción de la especie

ngbegs M Lamy de las distintas fomasde utilización alimentg
ria de los frutos maduros de la misma.

Se emplearon frutos cosechados en madurez y presewados a 5° (hel_a_

dera) hasta el momentode su. estudio, que se inició en un lapso no mayor

de 10 dias a partir de su recolección.

Sobre los frutos se determinaronalgunas caracteristicas físicas y

se resolvieron manualmenteen sus partes constitutivas primipales: pel; '

cula, pulpa y semilla. Se pudo establecer:

1) Que el peso medio de las bayas fue 0,80 g, prácticamente esféri

cas, con diámetro oscilando entre O,9-1,1 om, de color violeta intenso

procedente exclusivamente de la pulpa.

2) Quelos frutos estaban constituidos por 4,6 %de película, 23,4

%de semilla y 72,0 3€de pulpa, siendo el núnero de semillas por fruto
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de 8- 1o, con color negro paxduzcobrillante.

3) Que la semilla media en valor promedio 6,5 x 2 mm,tenia un va

lor de peso/H1 de 68,2 Kg; que el peso medio por semilla era 0,02 g,

siendo 50 el númerode semillas/g. Que por resolución manual la semilla

constaba de 45,1 %de una cáscara de color negro parduzco brillante y

54,9 %de pepa color blanco amarillento. Que el contenido de humedadde

la semilla entera era de 16,45 % (cáscara 18,95 fi, pepa 14,33 %),

Los estudios sobre semilla (seca al aire) consistieron en su agota

miento por hexano técnico (aislamiento de aceite seminal crudo), obten­

ción de la harina de extracción residual y examende cada uno de estos

dos productos. Respecto del aceite crudo de extracción se pudo estable­

cer:

1) Que el agotamiento por hexano de la semilla entera molida rin­

dió 15,85 %de aceite crudo sobre semilla tal cual, 33,70 %sobre pepa

seca, 28,86 %sobre pepa tal cual, 18,97 %sobre semilla seca.

2) Que el aceite crudo, liquido limpido a 20° de color amarillo

verdoso, se liberó de alcaloides por extracción con ácido clorhídrico

diluido obteniendo así el aceite sometido a examenfisico-quimico y de

composición acidica. Sobre el mismose determinaron valores de densidad

relativa 25/4°, indice de refracción 25°, Indice de saponificación y de

yodo, indice de yododel insaponificable, esteroles totales, tocofero­

les totales, númerode escualeno y reacción de Bellier (aceites de se­



milla) y de Halphen (ácidos ciclopropénicoe)

3) Queel examenfisico-quimico del aceite seminal libre de alca­

loides destacó un elevado valor de indice de yodo (166,1), un valor de

Indice de saponificación (198,2) indicativo de una composiciónacidica

fundamental en C16-C18, bajo valor de númerode acidez, reacción posi­

tiva de Bellier y negativa de Halphen. Ante la total carencia de valo­

res bibliográficos para aceites seminales de Berberidaceas, respecto de

contenidos en esteroles y tocoferoles totales, se destaca haber hallado

para los primeros un contenido normal para muchosaceites seminales

(436 mg%g)y una cifra sumamentebaja para tocoferoles totales (28,5

mg%gcomoestocoferol) y asi mismo un muy bajo valor de número de escua­

leno (30,6 mg%g)­

4) Que previamente al examende composición acidica los éateres

metilicos de ácidos totales del aceite se examinaronen U.V. (230-268

nm) a fin de observar conjugación preexistente. Nose registró presencia

de dienos conjugados (230-235 nm) y se constató una muybaja concentra­

ción de trienos conjugados (0,136 % en 18:3), por observación a 268 nm.

5) Que el examenpor cromatografía gas líquido de los ésteres me­

tilicos de ácidos totales reveló como"componentesmayores" a los ácidos

1631 (23,5 76), E22. (29,1 %). EL} (36,8 %) y prácticamente M (8.5 70;

paralelamente, se registró 1,9 %para 1519, 0,1 %para.1¿¿g y 0,1 %

para E21 y vestigios para 134.9.11:2, 11:1, ¿93.9.y ágil.

ó) Quefueron indudablemente reconocidos los ácidos linolánico,
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comohexa bromo derivado de 181o de punto de fusión y oleico como9,10­

dihidroxiesteárico de punto de fusión de 131-1320; el primero por broma­

ción en éter etílico a Ooy el segundoa través del aislamiento de una

mezcla de oleico mas saturados por recristalización de compuestosde in­

clusión de urea (en amboscasos partiendo de los ácidos de una fracción

de destilación de ésteres metilicos de ácidos totales).

7) Quepor combinaciónde la destilación fraccionada en vacío (0,5

-1,0 Torr) de los ésteres metilicos de los ácidos totales del aceite y

examenpor cromatografía gas líquido de cada fracción y residuo de dest;

lación se logró un examenexhaustivo de la composición acidica registran

do, además de los ya mencionados muybajas concentraciones de ácidos

lj¿Q (0,01 fi), gang (vest.), ggg; (vest.) y lj¿l (0,01 %) y observando

cifras muyconcordantes para los demás componentes con los registrados

en el examenC.G.L. operando en forma directa sobre ésteres metilicos de

ácidos totales. Así mismose observó una estrecha concordancia entre los

valores de indice de yodo del aceite y el calculado en base a las compo­

siciones acidicas encontradas por C.G.L..

8) Quepor fraccionamiento en capa delgada de sílice gel del insapg

nificable del aceite se aisló la fracción de esteroles que se sometió a

examenpor C.G.L. observandola principal ocurrencia de fi-sitosterol y

en menor concentración campesterol y stigmasterol, asi comoun componen­

te con Valor de Tr/T 0,99 (colesterol ?), otro con Tr/Tr colr colesterol

1,80 ( 5-avenasterol ?) y uno que respondió a Tr/Tr col 2,30 (sin iden­



34

tificación probable).

Se prestó atención al estudio de composiciónquimica de la harina

de extracción de semilla entera y a tal fin se practicó un análisis gang

ral que incluyó determinaciones de humedad,cenizas, nitrógeno total, fi

bra cruda, hidratos de carbono y extracto clorofórmico. Se pudo estable­

cer:

1) Que los valores de humedady cenizas 7,58 y 2,61 % son normales

y similares a los de muchasharinas de extracción de otras semillas y

que el contenido en proteina bruta (nitrógeno x 6,25) resultó ser bajo

(18,32 fi). Asi mismoel contenido en fibra no fue muyelevado (10,66 %).

2) Que el extacto acuoso de esta harina (18,40 %)encuadra en cifras

normales para harinas de otras semillas. La acidez total detenninada so­

bre extracto acuoso y expresada en ácido málico %de harina fue de 1,23 %.

Que el contenido en lípidos residuales de la harina determinado a través

de un extracto clorofórmico fue de poca significación (1,44 %).

3) Que la composición en hidratos de carbono reveló un contenido

en azúcares reductores de 4,14 % (cano azúcar invertido), en invertibles

de 2,44 fi (comosacarosa) y en hidratos de carbono sacarificables 17,85 %

(en almidón), lo que hace un total de 24,43 %.

A) Quela identificación de azúcares por cromatografía en papel

antes de invertir reveló la presencia de glucosa, fructosa, sacarosa y

manosa, habiéndose identificado glucosa, manosay fructosa después de la
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inversión, lo que confirma la presencia de sacarosa.

5) Queuna determinación del rendimiento en furfural por tratamieg

to con ClH 12 % condujo a un valor de 4,04 % sobre harina y que la forma

ción de furfural no proviene de pentosas o polímeros de pentosas preexig

tentes; ello quedódemostradoal determinar poliurónidos a través de la

evolución de dióxido de carbono en medio ácido (ClH 19 %), registrando

un valor de poliurónido de 17,60 %sobre harina. Esta cifra es coinciden

te con la encontrada a partir del rendimiento en furfural por aplicación

de un factor de conversión.

ó) Quela harina contenía 0,42 %de alcaloides totales que examina

dos por cromatografía en capa delgada con distintos solventes de desarrg

llo revelaron la presencia de berberina y palmitina y de otros dos compg

nantes no identificados, comportamientosimilar al observado en el exa­

mende los alcaloides separados del aceite crudo (0,56 %), por los mismos

métodos. Queuna investigación sistemática, reveló ademásla presencia

de fitoesteroles.

Desde que la pulpa del fruto es la parte del mismoque se vincula

a su empleo comoalimento directo o a su transformación en productos ela

borados comobebidas y dulces, se procedió a un examen exhaustivo de su

composición química, se pudo establecer:

1) Quese trata de un producto líquido ligeramente viscoso y de ig

tenso color violeta (presencia de antocianas). Se determinaron sus valo­



res de densidad relativa a 25/40 (1,053 7%),extracto seco (15,44 %), ce­

nizas soc-550° (0,75 %), nitrógeno total (0,17 7%;proteína "bruta" 1,06

%), acidez volátil (despreciable), ácido péctico (0,29 %), azúcares tota

les (9,96 %; monosacáridos 9,12 %, disacáridos 0,84 %). El valor de aci­

dez total (titulación potenciométrica 1,75 %, comoácido málico), el va­

lor de FH3,40 y extracto etéreo (lípidos) 0,04 %.

2) Quela acidez fija resultó estar formada casi exclusivamente

por ácido málico, reconocido por cromatografía en papel y en fase ga­

seosa. La cromatografía en papel reveló ademásácido ascórbico y cítri­

co mientras la cromatografía en fase gaseosa ademásdel pico principal

correspondiente a ácido malico evidenció 6 componentesmenores (un to­

tal de 3,5 %de los ácidos totales) que no comprendíana los ácidos c;

trico y tartarico y que no fueron identificados. Por cromatografía en

papel y capa delgada se eVidenció la presencia de un ácido urónico. Los

valores de acidez total determinadospor titulación, apreciando el pun­

to final en base a la Virada de los antocianos propios de la pulpa o eg

pleando azul de bromotimol (indicador externo) fueron 1,52 y 1,56 %co­

moácido malico.Las determinaciones específicas (A.0.A.C.) de ácido má­

lico y cítrico dieron 1,03 y 0,12 %respectivamente.

3) Quela acidez fija de esta pulpa y su contenido en ácido póc­

tico la señalan comorica en acidez y pobre en sustancias pécticas, da

to que puede ser de interés a los fines de su transfonnación en dulces,

jaleas o mermeladas.



L) Quela investigación de azúcares por cromatografía en papel antes

de inversión evidenció la presencia de glucosa y fructosa comomonosacá­

ridos y sacarosa y genciobiosa comodisacáridos, la glucosa y la gencio­

biosa integran a diversos antocianos de la pulpa; luego de inversión y

por la mismatécnica solo se identificaron glucosa y fructosa. comoera

de esperar.

5) Que la composición final en azúcares (monoy disacaridos) se pg

do calcular en base a los reconocimientos previos por cromatografía en

papel y a los valores resultantes de las determinaciones de azúcares re­

ductores e invertibles, aldosas y cetosas antes y después de inversión,

con los siguientes resultados: glucosa 5,64 %, fructosa 3,48 %, sacarosa

0,49 %y genciobiosa 0,35 %.

6) Que la muybaja concentración en lípidos se examinó en su compg

sición acidica por cromatografía en fase gaseosa, identificando los mis­

mos componentesácidos fundamentales registrados para los aceites de se­

milla, aumqueen distintas proporciones y algunos otros componentes meng

res. Quela investigación sistemática de otros componentesreveló la pre

sencia de taninos, esteroles y flavonoides y ausencia de alcaloides.

Habiendo dispuesto un envase original de un dulce de "Calafate"

elaborado en Bariloche (Prov. de Rio Negro) de venta pública, se procedió

a su examenparticular y general de composición.

Se pudo establecer:



C00:

1) Quelos valores de sólidos totales (solubles e insolublcs), azg

cares reductores e invertibles, acidez total y contenido en ácido pécti­

co, responden a cifras admisibles para estos tipos de productos.

2) Que en base a las investigaciones de azúcares antes y después

de inversión y de ácidos fijos, ambospor cromatografía en papel, al con

tenido en lípidos y al examenpor C.G.L. de su composición acidica puede

concluirse que se estaria en presencia de un dulce elaborado con frutos

de alguna o algunas especies de B rberis, segurmnente ajenas a g. bugigg­

lia; que este criterio se vió confirmadoal examinarlos antocianos pre­

sentes en el dulce, habiendo registrado 3 glicósidos de delfinidina y

cianidina, comportamientodistinto al señalado para los antocianos de 1a

pulpa madura de g. bggigolia, que consta de 10 glicósidos de peonidina,

delfinidina, malvidina y petunidina. Aunteniendo presente posibles altg

raciones de estos principios durante el proceso de elaboración del dulce

no cabe justificar un comportamientotan diferencial.

¡629¿g¿;él (ZéïáéíÉÏ:::>
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