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La familia Berberidaceae consta de dos subfamilias: Berberidiodeae

que comprende los géneros: Nandina, Berberis, Mahonia, Ranzania, Caulo-

payllum, Leontice, Bongardia, Vancouveria, Epimedium (incl. Aceranthus),

Plagiobeegma, Jeffersonia y Podophylloideae que comprende: Pcdophyllum

(incl. Dysosma), Diphylleia, Achlys segén J a.nchen1.

Son plantas herbdceas o arbustivas, inermes o espinosas con hojas

persistentes o caedizas, alternas, simples o compuestas, enteras o espi-
noso dentadas, pecioladas. Flores actinimorfas, hermafyroditas, solitarias,
en fasciculos, cimas o panofas. Sépalos y p&talos de prefloracidn imbri-
cada, dispuestas generalmente en verticilios trimeros formando dos o mas
ciclos, Estambres libres en igual nimero que los pétalos, anteras dehis-
centes por dos valvas superiores mas raramente univalvas o de dehiscen-
cia longitudinal, ovario sdpero unilocular, pauchi o pluriovulado, estilo
presente o nulo; estigma copetado, fruto, baya, cédpsula dehiscente o in-
dehiscente. Unas 200 especies distribuidas en ambos hemisferiosz.

Las Berberidaceas estdn representadas exclusivamente por el género

Berberis en la Repblica Argentina.

Distribucién geogrdfica de las e'sgcies de Berberis en la Repdblica

Argentina-
Las especies de Berberis de la Repfblica Argentina estén distribuf-

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 patagénica y Bosques subantdrticos, continudndose por el Desierto andi-



no hasta los 300 de latitud sur, Este sopundo centro es nolnble por cl
niimero de especies y por la abundancia de individuos. Encontrfindose es-
pecies endémicas en esta regién, tales como B3, Comberi hallado en el ce-
rro Lotena en el territorio de Heuquén, las especies mas tipicas de la
regién del lago Nahuel Huapf son B. heterophylla, B. buxifolia, B, Dar-
wini, B. linearifolia y B. barilochensis. B. heterophylla se extiende
desde el rio llegro, en la Provineia del mismo nombre, hasta Tierra del
Fuego. Vegeta en suelos muy secos y arenosos, formando matorrales raguf-
ticos al sudoeste y se lo encuentra también en la cordillera de Aculco,
del lado chileno.
Berberis buxifolia alcanza un lImite mds septentrional, pues 1lleza a los
38° al norte del territorio de Neuzuén, creciendo en suelo hurdfero, en
sitios rupestres o intrincados, tanto en las estepas como on los Dos-ues.
B. empetrifolia se extiende por toda la estepa patagénica, en las arenas
méviles del litoral magalldnico, en las estep:is arenosas y pedregosas y
hasta las morenas de la costa sur. Se continda hacia el norte por el De-
sierto andino hasta los 30° en las provincias de San Juan y La Riocja., Es
comin en Chile y se lo encuentra hasta en Bolivia.

In el limite norte de los Bosques sbantdrticos, préximo a Puerto

Blest en suelos himedos y pantanoscs y bosques bajos de la cordillera
argentino-chilena, se halla B. linearifolia, particularmente a orillas
del lago Nahuel Huapf del lado argentino y lago Ranco en Chile, se¢ en-
cuentra también en el Estrecho de lMagallanes.

En la regién boscosa vecina al lago Nahuel Huapl, crecen B. lMontana y 3.
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Cabrerae halléndose también el primero en Colchagua del lado Chileno.

En el extremo norte de los Bosques subantirticos hacia los 37°
de latitud y al norte del territorio de Neuquén, correspondiente a la
cordillera de Chillen en Chile, tenemos B, chillanensis.

BEn bosques espesos con suelo humffero, hasta los A5° habitan 2,
Pearcei y B, Darwinii, soportando este dltimo suelos secos, pedregosos
¥ lomas de tosca,

En bosques bajos y proximidades del cerro Otto crece B. Parodii,

Todas estas especies pueden agruparse como sigue:

19~ Especies exclusivas de la Selva Valdiviana: B. barilochensis,
B, Parodii, B, Chillanensis, B, lologensis, B. Cabrerae, B. hontana, B.
linearifolia.

22~ Bspecies de los Bosques australes: B, Darwinii, B. Pearcei.

32~ Especies del Desierto andino y Estepa patagénica: 3. buxifo-

lia, B. empetrifolia, B. cuneata, B, heteroggxllaa.

Descripcién de la especie Berberis buxifolia Lam,

Nombre vulgar: Calafate, michay.

Arbusto de follaje tupido, glabro, de 7-7,50 m aproximadamente de
altura, con ramas rectas o ligeramente sinuosas, fuertes, lefiosas, con
nudos muy pronunciados e internodios de 8-15 mm de largo:lefio blanco con
radios medulares abundantes y corteza resquebrajada, gris negruzca en
las ramas viejas y rojo vinoso en las jévenes. Bracuiblastos de 2-3 mm
de largo, rodeados de numerosas bricteas de color rojo vinoso jque con-

juntamente con los restos de pecfolo que quedan a la calda de las hojas



aparecen en el tallo como protuberancias nudosas ‘jue le comunicun a dste
un aspecto tortuoso.

Espinas trifidas tanto o mds largas que las hojas de 1-1,5 cn de
largo, la ramificacién mediana, por 0,€-1,2 cm las laterales, = veces se
reducen tanto que a simple vista se presentan como I-fidas, en efecto,
la central mide 1 cm y las laterales 1-2 mm, esto ocurre particularmente
en el extremo de las ramas, Son de color castafio claro, algo rojizo, li-
sas, fuertemente acanaladas en su cara inferior, ensanchadas en su base,

Hojas coridceas, ovales u obovoides, subsesibles, decurrentes por
el peciolo, de $,8-2,5 cm de largo por 0,5-1 cm de ancho, incluyendo un
pecfolo de 1-2 mm de largo, provisto a veces de pequefias papilas. Verde
lustroso en la cara superior y verde opaco, algo mas claro, en la infe-
rior, borde entero , ligeramepte engrosado en la cara inferior, macro -
nadas, retinervadas, un nervio central bien pronunciado y un reticulo
mas fino pero perfectamente visible sin aumento., Dispuestas en ndmero de
6-10 en cada nudo, arrosetadas, cubriendo a veces casi por completo el
tallo.

Flores simples, solitarias, sobrepasando escasamente las hojas, de
10-12 mm de didmetro, formadas por 3 sépalos obovoides de 6 mm de largo
por 4 mm de ancho, con un nervio mediano trifurcado en el extremo supe-
rior y cuatro laterales no ramificadas, alcanzando los cxteriores la
mitad de la longitud del sépalo; tres pétalos en forma de pera de 9 mm
de largo y & mm de ancho, con la base estrechada y el dpice perfectamen-

te obtuso, provisto de 7 nervios tenues, muy ramificados, divergentes,
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que cubren toda la superficie; 6 pétalos interiores de la misma {orma de
5 mn de largo por 4 mm de ancho con dos nectarios fusiformes, simples,
qQue ocupan la cuarta parte de la longitud del pétalo, con cinco nervios
ramificados y muy tenues; 6 estambres no apendiculados, de 4,5 mu de
largo por 0,7 de ancho, débilmente ensanchadas en la base de la antera
y de 4pice redondeado, Gineceo subgloboso de 4 mm de larso por 2 mm de
ancho, con estigma sésil, articulado en un pedicelo de 1-2,¢ cm de lar-
go, generalmente péndulos.,

Baya esférica, negro vinoso, con fuerte rocfo glauco que le comuni-
ca un viso azulado, de 1 cm aproximadamente de didmetro, con cstigma sé-
sil engrosado, pequefio, de 1,5 mm de didmetro, umbilicado y papiloso.
Contiene 8-11 semillas castafio rojizo, semilunares con una cara convexa
y dos céncavas formando una carena, punto de insercién estrechado y re-

dondeado el extremo opuesto, de 5mm de largo por 2 mm de anchoB.

Utilizacidn de frutos maduros de especies de Berberis

La informacién que se acompafia ha sido tomada de la obra "Plan-
tas indfgenas de la Argentina con frutos o scmillas comestibles" de la-
gonese y Martinez Crovettoh, ampliada en la medida en que fue posible la
consulta de los artficulos originales por ellos mencionados.

Los de Berberis buxifolia (bosques cordilleranos entre los 37° N
450 de latitud sur) son de sabor dulce y agradable y se utilizan para

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

da para aumentar la concentracién alcchélica por fermentacidn). No obstante



sexin informacién del Perito Francisco P, Moreno recogida por F. .., Ara-

14

ta ' se asegura que lo anterior no es exacto y el dnico uso que tienen

dichas frutas es el servir a la preparacién de una especie de guindado
echdndolas en cafia, anis, etc.. Segin Reiche5 en Punta Arenas y otros
lugares se la emplea pare preparar dulces y jarabes, Y de acuerdo a
Oirbes6 conjuntamente con los frutos de B, cuneata D. C, (alrededores de
San Julidn) y B. heterophylla Juss (costa patagénica), los modernos pa-
tagones los empleaban para preparar una mezcla con agua de jugos de sus
frutos. Los de B. Darwinii Hook (cordillera patagénica) son comestibles

y se utilizan para preparar una especic de vino; los de B. empneirifolia

Lam (parte australde la cordillera de los Andes hesta Mendoza) son bayas
carnosas y sabrosas segién Spegazzini 7; los de B, flexuosa Ruiz et Pavon
(noreste argentino) son frutas dulces y camestibles y usados para colo.

rar vinos segun Spegazzinie; los de B. heterophyllas Juss (bosuues andino

9

patagénicos) son segiin Hierénymus’ comestibles y empleados por los in -
dios para producir una bebida con el agregado de aguardiente; los de B.
ilicifolia Forst ( Patagonia austrel y Tierra del Fuego) de acuerdo a J.
A, Dom:'.nguez, mencionado por Aut.ra.n10 son comestibles; los de B. laurina

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

elaborar una especie de vino (Berro)”, los de B.linearifolia rhil (re-

gién cordillerana de lieuguén y Rio Negro)son comestibles segfin sefiala

12

Pérez Moreau = a igual que los de B. michay Job (bosques cordilleranos

de Rfo Negro, Chubut y Santa Cruz).



Los frutos de B. ruscifolia Lam (amplia distribucién en el pals)

se emplean en La Pampa en la preparacién de una bebida alcohélica y se

3

consumen en forma directa de acuerdo a Monticelli1 y las de E. spirulo-

sa St. Hill (noroeste argentino) son camestibles y se emplean para colo-

rar vino segin Spegazzinis.

13

Estudios previos sobre B, buxifolia y otras especies de Berberis

La bibliografia contiene muy pocas citas acerca de estudios reali-
zados sobre la especie B, buxifolia., Histéricamente el primero registra-
do pertenece a P,H. Arata14 quien realizé un estudio sobre madera de "Ca-
lafate" (aclargndo el autor que hasta ese momento no se registraba nin-
gdn antecedenté). Segin este trabajo la madera contiene 9,308 7 de agua,
3,232 % de extracto etéreo, del que 0,500 /3 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 albémina, almidén
y goma, 9,20 % de un extracto acuoso-clorhidrico que contendria clorhi-
drato de berberina y 73,600 5 de resto lefioso y cenizas, Saberios de la
existencia de otro trabajo del mismo autor sobre la presencia de berve-
rina en tallos folidceos de B. buxifolia, citado por J.A. Dominguez15,
pero debido a su antiguedad no fue posible la consulta de una copia ori-
ginal,

Un articulo de Reichert16 sobre berberina y su extraccién a par-
tir de la corteza de B. Darwinii y B. buwdfolia encuentra un rendimien-
to de 3,5-4 % de berberina en B. buxifolia y da un método para su extrac-

cién,



Desde entonces al presente sblo se registra un trabajo de Pomilio17
quien estudi$ las antocianas presentes en frutos maduros de B. budfolia.
La identificacién de las mismas realizada con los métodos convencionales
demostrd las siguientes antocianas: peonidina-3-glucésido, melvidina-3 -
rutinésido, malvidina-3-glucésido, petunidina-3-rutindsido, petunidina-
3=glucdsido, peonidina-3-rutinésido-5-glucésido, delfinidina-3-glucésido,
petunidina-3-rutinésido-5-glucbsido y petunidina-3-zenciobidsido.

Habiendo ampliado la bisqueda a todas las especies del génrero Ber-
beris, lo siguiente es un resumen de lo encontrado.

En 1920 O'I-Ieal18 informé que en frutos de Derberis japoneses (?)
se encuentran pequefias cantidades de 4cido clItrico y cantidzdes mayores
de 4cido milico y tartdrico, y un contenido de azdcares reductores del
39,5 % sobre fruto seco.

19

Un estudio sobre maderas de Berberis laurina ‘ informa sobre un
contenido en glécidos del 21,89 5, taninos 5,18 %, hidrastina 1,40 7,
berberina (extracto alcchélico) 2,50 7%, nitrégeno total 1,15 3, celu-
losa y lignina 52,73 %, cenizas 3,50 %.

Un andlisis sobre hojas de B. vulgg;iszo da el sizuiente conteni-
do porcentual: alcaloides 0,08-0,18, taninos 2,2, azfcares 5,2, azdca -
res aldehfdicos 0,67, trazas de aceites esenciales, lipidos 4, humedad
13,62, cenizas 4,5 y vitamina X 0,6 A,

Sobre frutos de B. vulgaris existe citado en el Chemical Abstracts

un trabajo de B, Tomaszewska y M. Tomaszewski21 que informa haber reali-

zado un estudio sobre la composicidén general del fruto, pero lamentable-



-mente no se informa en ese resumen los resultados observados y ha sidc
imposible obtener una copia del mismo.,

De los autores hindies Gupta22'23 hemos obtenido datos de interés
en cuanto a la composicién en azicares y 4cidos orgénicos de 3. licium,
mediante cromatograffas en papel informaron haber encontrado en el fru-
to glucosa y fructosa y solamente 4cido mé&lico.

Un artfculo reciente’” informa que en frutos de 3, vulgaris la ma-
yorfa de los azfcares son monosacéridos y existe muy poca sacarosa (no
se dan valores cuantitativos).

Ademds del mencionado existen otros tres trabajos sobre antocianos

25

en el género Berberis a saber: Murrell y Wolf” encontraron cianidina-3-

gluc8sido en hojas otofiales de B. thumbergi. Sobre la misma especie y

26— .
27 observaron una concentracién

sobre B. vulgaris, Mamaev y Semkina
méxima de antocianos en primavera; los pigmentos principales resultaron
ser monoglucésidos de peonidina, cianidinz y delfinidina,

Lo anterior es el total de artfculos que informan sobre composi-
cién quimica del género Berberis, exceptuando alcaloides, sobre estos
dltimos cxiste abundante informacién que permite realizar la sisuiente
enumeracidén de los alcaloides encontrados al presente en 21 jénero Der-
berig: berbamina, berbamunina, berberenina, berbericina, berbaricinina,
berberine, berberis base A, berberis base III, berberis base IV, berber-
rubina, berbalamina, vervulcina, columbamina, coptisina, dehidrocorida-

lina, himanthina, hidrestina, isotetrandina, jatrorrhizina, lambertina,
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magniflorina, obamerina, obamegina, palmitina, tetrahidropalmitina, ie=-

trehidroshobakunina, vulracina?‘s.



PARTZSE I

DISCUSTIO: DI LA PARTT EXPIAQTMANTAL

—b
8]
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iste estudio se refiere al examen qufinico de composicidn de fru-
tos maduros de Berberis buxifolia procedentes de la regién de Lago Ar-
gentino (Provincia de Santa Cruz), cosechados en Febrero de 1972 en las
costas préximas a la poblacién de Calafate.

Camo se expone en la Parte Experimental, los frutos debidamente
preservados desde su cosecha hasta el anflisis, se resolvieron manual-
mente en sus tres partes constitutivas principales, (c4scara, pulpa y

semilla) obteniéndose los siguientes valores porcentuales:

Semilla 23,4 %
Pelfcula 4,6 %
Pulpa 72,0 %

Previamente se establecieron algunos valores referentes a los fru
tos enteros, que como valores promedio fueron los siguientes:
Peso medio de baya 0,80 ¢
Didmetro en cm ! 0,9-1,1
N¢ de semillas por baya 8-10
%1 color de los frutos (rojo-violado) procedfa exclusivamente de
las pulpas desde que las céscaras liberadas de pulpa eran semitranspa-
rentes de tono amarillo pardo, mientras las semillas eran brillantes y
de color negro parduzco. Bl peso medio de la semilla fue de 0,02 gy 50
el nimero de semillas por gramo. La samilla en valor promedio tenia 6,5

mn de longitud, 2,0 mm de espesor y un valor de peso/ill de 68,2 Kg. La

semilla por resolucién manual rindié 45,71 ;i de céscara de color prdcti-
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camente negro y 54,9 % de endospermo o pepa blanco-amarillento, la hu-
medad de céscara fue de 18,95 J%, de la pepa 14,33 % y de la semilla en-
tera 16,95 %.

'La resolucidn de aproximadamente un kg de frutos maduros en los
tres componentes ya mencionados, permitié disponer cantidad suficien-
te de pulpa y semilla a los fines de su examen. En orden sucesivo se
exponen los resultados obtenidos para la composicién de la semilla, en
en sus dos componentes principales (aceite dc extraceidn y harina re -
sidual) y luego la composicién de la pulpa. Como complemento se expo -

nen los resultados de composicién general encontrados para un producto

de industrializacién de esos frutos: dulce de "Calafate.

1- Estudios sobre semilla de "Calafate"

De acuerdo a la experimentacién 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
extraccién y la harina residual aue se liberdé de solvente por exposicidn

al aire y en vacio parcial a 100°. L rendimiento en aceite de la semi-

1la tal cual fue de 15,85 5, de la semilla seca 18,97 %, 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 - Extraccién de alcaloides

El aceite crudo disuelto en éter etilico se liberd de alcaloides



por extraccién con dcido clorhldrico a1l 5 % y dc¢ los cxtractos dcidos
se recuperaron los alcaloides (cxtraccién con cloroformo cn medio al-
calino de hidréxido de sodio) observando un rendimiento de ¢,56 3 so-
bre aceite crudo para alcaloides no fenélicos y por acidificacién pos-
terior del 1fquido etéreo seguida de alcalinizacién con carbonato dci-
do de sodio y reextraccién con cloroformo se aislaron alcaloides fzné-
licos con rendimiento muy bajo (aprox. 0,002 i de aceite). El exaren

de alcaloides no fenSlicos por cromatografia en capa delgada (silica
zel G), usando distintos medios de desarrollo permitid revelar cuatro
manchas dos de las cuales correspondian a berberina y palmitina, en ba-
se a corridas en presencia de esos patrones con tres medios dec desarro-
1lo distintos. %n la fraccién de alcaloides fenélicos se reveld ura -
nica mancha que también acompaifié al extracto de los algaloides no fend-
licos,

b) Caractaristicas fisico-qufmicas y componentes menorcs

Sobre ¢l aceite de semilla libre de alcaloides sz practicaron al-
zunas determinaciones fisico-quinmicas, reacciones cromdticas y contenie-
do en algunos componentes menores (esteroles, tocoferoles y cscualeno),
con los resultados que se exponen en la Tabla 1.

El anflisis de estos valores sefiala a este aceite como de alta

insaturacién (secante) y con un valor de Indice de savonificacidn que

revela una composicién fundamental de 4cidos C16 ¥y 018. 81 contenido

en tocofercles totales es sumamente bajo (23,5 mg’g), alcanzando el
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’
valor rnéximo observedo para aceites de semilla de la mas baja concen-
tracidn en tocofercles como son los zceites de oliva (7-22 mfe)™7,Asi-
mismo, resulté ser muy bajo el valor de nfmero de escualeno 30,6 ng ip.

7 R . <2
Desde que la literatura es practicamente carente de informacién sobre

aceites de samilla de Berberidaceas los valores dz la Tabla 1 se come

plementaron practicando la reaccién general de aceites de semilla se-~
xin Bellier que resulté francamente positiva y la de lalphen (&cidos
ciclopropénicos) que al ser negativa descarté le exisiencia de tales
componentes 4cidos. Por otra parte el aceite disuelto en éter a 0° pro-
dujo un volurinoso precipitado por edicién de bromo, indicendo la exis-
tencia de 4cidos trietilénicos, posteriormente reconocidos como linolé-
nico.
c) Composicién acfdica

Se determiné por cromatograffa de particién zas 1lfquido (ver Far-
te Experimental) de los ésteres metilicos de los dcidos libres de insa-
ponificable, con los resultados que se exponen en la Tabla 2, De acucr-
do a los valores mencionados en la misma, son componentes "mayores' los
4cidos oleico, linoleico y linolénico (contenidos en proporcién superior
al 10 § de los 4cidos totales) y muy proximamente cl 4cido palmiticos
el contenido en 4cidos saturados totales fue bajo (10,6 3}, eiendo el
principal componente el dcido palmftico (8,5 ).

Sobre los ésteres metilicos de dcidos totales se realizé una ob-

servacién directa en U.V. (230~-268 nm) a fin de verificar si existian
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dienos y trienos conjugados, observando una muy baja concentracidn en
estos Gltimos (0,14 7 expresada en 018:3 conjugado).

La literatura no registra antecedentes sobre composicién acfdica
de aceites de semilla del género Berberis. Sélo pudieron observarse al-
gunos trabajos fraccionarios sobre aceites de semilla de otros géneros
de la familia Berberidaceae. Ueno y KyokaishiBo publicaron para el acei-
te de semille de Jandina domestica { pequefio arbusto con frutos en forma
de baya, de color blanco o rojo brillante, que se cultiva en Japén con
fines ornamentales), los siguientes valores de caracterfsticas fisico-
qufmicas: densidad relativa 25/49 0,9355; ind, de saponificacién 181,8;
ind. de yodo 132,1; rdmero de acidez 27,6; ind. de refraccién a 2°
1,4742 e insaponificable 4,56 [, sefialando como componentes &cidos prin-
cipales 16:0, 18:0, 18:1 y 18:2 con s8dlo trazas de 18:3 (linolénico).

OChta y Miyazaki31

sefialaron que la semilla de esta especie contiene 8,7
e 9,4 % de aceite, indicando camo vaelores de composicién acidica: 4c.
saturados (16:0 y 18:0) 32,3 %, dcidos insaturados (18:2 principal y

32 refiriéndose al aceite de

18:1 en menor proporcién) 67,7 %. Grimme
Berberis vulgaris lo sefiala como similar al de Jandina domestica.

En la clésica obra de Hildich y Williams33 figura como Berberi-
daceae la especie Akibia lobata, asi como la composicién de su aceite
seminal, Se trata de un equfvoco desde que esa especie pertenece a la
familia Lapdizabalaeceae, tal como figura en las obras de EckeyBA'y

35

Hegnauer~-,
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“n razén de la carencis de informacién de la biblio;rafia se con-
sideré de interéds reconocer a los componentes 4cidos fundamentales., i1
4cido linolénico fue indudablemente reconccido ror su transformacién en
4cido hexabromoestedrico de punto de fusidn 181° v por fusibn mezcla
con hexabromoestedrico obtenido a partir de 4cido linolénico de accite
de lino. EL 4cido oleico fue reconocido a través de su transformacibn
en fcido 9:10dihidroxiestedrico de punto de fusiédn 131-2° 7 por fusién
m2zcla con 4cido 9:10dihidroxiestedrico obtenido a partir de oleico pu-
roy este Ultimo reconocimiento exigié la obtencidn de una mezela de 4-
cidos oleico y saturados lograda por recristalizacién en metanol de los
corpuestos de inclusidn de urea de fracciocnes de destilacién de dsteres
netflicos de 4cidos totales del aceite ricas en los componentez en 018'

@ste procedimiento aseguré la eliminacién de 18:3 y 18:2, posibilitan-
do el reconocimiento de 18:1. Aplicado hacia la obtencién de insaturados
13:1 ¥ 18:2 carentes de 18:3, para posibilitar el reconocimiento de 18:2
a través de la formacién de tetrabromo derivados en éter de petréico,
no tuvo éxito, nor haber observado en los precesos de recristalizacién
de aductos de urea que 18:2 y 13:3 se eliminaban en forma pareja. la
marcha de los procesos de recristalizacidn de aductos de urea fue se-
guida a través de exémenes por cromatograffz gas liquido, como se ex-
pone en la parte Experimental., Sin embargo corresponde admitir la cxis-
tencia de Acido linoleico como 18:2 en razén de haber identificado a
18:1 como oleico y a 18:;3 como linolénico. La identificacién de los de-

mds componentes (172:0 como ldurico, 14:0 como mirfstico, 16:0 como pal-



nftico, 16:1 como palmitoleico, 17:0 camo heptadecanoico y 18:0 como
estedrico) se concluyd en base a los valores de tiempo de retencién pa-
ra los ésteres metflicos en la cromatografia ges licuido.

Desde que componentes acfdicos en concentraciones inferiores al
0,05 ) de los fcidos totales o componentes en bajas concentraciones de
elevado peso molecular (C20 a 024), en general no se revelan por C.G.L.
en cromatogramas sobre ésteres metflicos de 4cidos totales, se realizé
un examen exhaustivo de composicién acf{dica que comprende el fracciona-
miento previo de los ésteres de &cidos totales por destilacién en un
equipo de eficacia probada (12 platos teéricos, 0,5-1,0 Torr), segui-
do del examen C.G.L. de cada fraccién y residuo de destilacién (ver
Parte Experimental). De las composiciones acfdicas de estos ultimos y
teniendo en cuenta los pesos de cada fraccién y residuo se calculd la
composicién final de los Acidos totales con los resultados quec figuran
en la Tabla 3. Se evidenciaron, como componentes en muy bajas concer-
traciones 15;0, 20:0, 22:0, 24:0, 15:1, 17:1 y 2:1, no registrados en
el cromatograma obtenido en forma directa sobre &steres metflicos de
dcidos totales, Se observé una muy buena concordancia de valores para
los componentes comunes de este dltimo cromatograma con los logrados
en el examen exhaustivo como se deduce de las Tablas 2 y 3. Por otra
parte los valores de reconstruccién del indice de yodo del aceite en
ambos estudios fueron estrechamente similares al obtenido por deter-

minacién directa,
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d) Examen de los esteroles presentes

A través del fraccionamiento del insaponificable del aceite en
nlaca preparativa de sflica gel, se aislé la fraccidn de esteroles que
se analizé por cromatografia gas 1lfquido (ver Parte Experimental).

Considerendo los valores de Tr/.,

'y colesterol S€ obeervé la principal

ocurrencia de p-sitosterol (Tr /7 1,60), en menor concen-

r colesterol

tracién campesterol (Tr/T 1,29) ¥ en muy baja concentra-

r colesterol

cién stigmasterol (Tr'/T l1,41). Ademds un pico con valor re-

r colestero

lativo a colesterol 1,80 (oﬁ-avenasterol ?) y otro muy pequefio con

9 1 S (3 I3 3 » ’ -
Tr/Tr colesterol 0,99 (colesterol ?). A los fines de identificacién se

determinaron los Tr/T de los siguientes patrones: campeste-

T colesterol
rol 1,29, stigmasterol 1,41,@-6itosterol 1,60. De la informacién bi -

bliogréfica se tomaron los sizuientes: brassicasterol 1,13-1,15;155-

636'37.

avenasterol 1,923 ya7-avena3terol 2,1

1,2- Zstudios sobre la harina de extraccidn de semille

a) Composicidn reneral

La Tabla 5 resume los valores encontrados para los componentes
corrientemente determinados. .31 total registrado alcanza al 37,4) %)
sin computar componentes menores, acerca de los gue se¢ informz mus ade-
lante,

Ol extracto acuoso de esta narina alcanza al 18,40 "3, cuya acidez
expresada en 4cido mdlico por ciento de harina fue 1,25. Por cromato-
sraffe en papel de azicares se identificd glucosa, fructosa, manosa y

sacarosa y el examen luego de inversién confirmé este resultado desde
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que se identificé glucosa, manosa y fructosa.

£l contenido en hidratos de carbono sacarificables res .onde a po-
lisacdridos distintos de almidén. Una determiracién de rendimiento en
furfural ( 4c. clorhidrico 12 ) permitié lograr la cifrs de 4,04 55 ex-
presado en furfural, Desde jue los exdmenes cromatogrdficos de azicares
no revelaron presencia de pentosas, se atriburé el origen del furfurel
a la existencia probable de poliurdnidos. 2stos sc determiraron senin
Barker S (ver Parte Experimental), por evaluacién del diéxido de car-
bono desprendido por tratamiento con 4c. clorhfdrico 19 /}, obteniendo

un valor de 17,60 §) expresado en poliurénidos, Zsta cifre resulté ser
précticamente coincidente con la cal&plada en base al rendimiento en

furfural, Para ello se tuvieron en cuenta los factores de transformacién
(4y66 y 4y20) de furfural a glucurénidos y galactourdnidos respectivamen
t0, establecidos por Norish y Resch39 al reegtudiar el rendimiento de
esos poliurénidos en furfural por tratamiento con ClH 12 {i. Se considera
a esta coincidencia de velores como una confirwacién de la presencia de

poliurédnidos en esta harina,
La harina contenfa alcsloides (0,42 /%) que como se expuso para

el caso de los alcsloides del aceite crudo, fueron examincdos mediante
técnicas cromatogrificas en placa delgada, conducentes a los mismos re-
sultados. I"inalmente el examen sistemdtico de otros componentes eviden-
cié la presencia de fitoesteroles aderds de alcaloides.
2- BEstudios sobre pulpa

La Tabla 6 resume los valores de composicién corrientemente deler-

mirados Gue suman 13,90 % frente a un valor de extracto seco de 15,44
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Tl valor de pH (electrodo de vidrio combinado,zoo) de 1; pulpa fue
de 3,25 y 1a alcalinidad de cenizas de 12,5 ml de 4cido normal por gramo
de cenizas (9,4 ml de 4cido N/ﬁoo 2 pulpa)‘ La acidez fija result6 estar
practicamente constitufda por dcido mdlico. Por cromatograffa en papel
de los 4cidos fijos separados previamente por sal de plamo (ver Parte
Experimental), se reconocieron &cido mflico, ascérbico y cftrico. Por
cromatograffa en fase gaseosa, practicada sobre los ésteres met{licos
sililados de los 4cidos fijos previamente aislados (ver Parte Exper:-
mental), se evidencié un pico principal (96,5 % sobre 4cidos totales)
debido a 4cido mélico y seis picos menores correspondientes a componen-
tes no identificados ajenos a 4cidos cftrico y tartdrico que constitufen
en conjunto el 3,5 % de los 4cidos totales.

La cromatografia en papel practicada sobre pulpa ecvidencié la pre-
sencla de dcido glucurénido, lo que fue confirmado en cromatografia en
placa delgada de celulosa (ver Parte Experimental)

En la evaluacién de acldez total por titulacién con soluciones de
hidréxddo de calcio o hidréxido de sodio se obtuvieron valores de 1,52 %
(como 4cido mflico) apreciando el final de la valoracién en base al cam-
bic de color (rojo-»verde) de los pigmentos propios de la pulpa, Este
viraje ocurri8 a pH 7,04, apreciado durante una titulacién potenciométri-
ca. Un valor practicamente similar (1,56 j4) se obtuvo por titulacién em-
pleando indicador externo de azul de bromotimol (pil de virada 6,0-7,6).

Una titulacién pobenciométrica (ver Parte Experimental) establecié que



el punto de inflexién principal ocurria a pll 8,25 y expresando el consu-
mo de flcali en dcido mAlico hasta alcanzar ese punto el valor de acidez
fue de 1,75 4. También se determiné especificamente 4cido mélico seqin
4,0.4.C., obteniendo un valor de 1,03 % y de 0,12 % por técnica A.0.A.C.
para 4cido cftrico. Del conjunto de experiencias llevadas a cabo en re-
lacién a acidez total se concluye que el Acido mflico es el componente
fundamental de la acidez fija; que la cromatografia en fase gaseosa no
evidencié la presencia de 4cido cftrico contrariamente a lo encontrado
en papel y a la evaluacién de este componente por método A.0.4.C.. De
todos modos el total evaluado ( 1,03 + 0,12 3= 1,15 ) dista de }a a-
cidez total detrminada por titulacién (1,75 %), no descarténdose la pre-
sencia de otros componentes acfdicos u otras sustancias capaces de coasu-
mir dlcali,

La concentracién encontrada para sustancias pécticas, determinadas
camo &cido péctico fue baja (0,29 %). La coafrontacibén de este valor con
el de acidez total, permite clasificar ; esta pulpa como de alta acidez
fija y baja concentracién en sustancias pécticas, observacién que puede
ser de utilided a los fines de su transformacién en dulces, mermeladas y
jaleas,

Respecto de la composicién de la pulpa en azicares sc procedid a
la identificacién por cromatografia en papel de los mismos, para lo cual
se desarrollaron cromatogramas antes y despuds de inversién. Los ensayos

practicados antes de inversién revelaron como monosacéridos glucosa y
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fructosa y como disacéridos sacarosa y genciobiosua, De estos azficarcs «lu-
cosa y genciobiosa integran antocianinas de ia pulpn.17 (glucosa: peonidi-
na-3-glucésido, malvidina-3-glucésido, peturidina-3-glucésido, petunidi-
na-3-rutinésido=-5-glucésido, peonidina-3-rutinédsido-5-glucésido y delfi-
nidina-3-glucésido y genciobiosa: petunidina-3-genciobiésido. Los ensayos
practicados después de inversién evidenciaron solamente glucosa .y fructo-
sa, glucosa y fructosa iniciales, glucosa y fructosa procedentes de in-
versibn de sacarosa y glucosa originada por inversién de genciobiosa),

En el orden cuantitativo (ver Parte Experimental) y con fines a
los célculos de composicién final se determminaron azlicares reductores
(8,68 % como azfcar invertido), azficares invertibles (0,66 ;i como saca-
rosa), ambos por el método de Bertrand; aldosas antes de inversién (5,72
% como glucosa) y aldosas luego de inversién (6,27 % como glucosa) ambos
por yodometria y cetosas antes de inversién (3,48 % como fructosa) y ce-
tosas después de inversién (3,74 como fructosa), ambos semin Shaffer y
Somogyi. A los fines de los célculos se tuvieron en cuenta estos resulta-
dos y los azfcares identificados por cromatografia en papel. La concen-
tracién de sacarosa se dedujo de los contenidos en cetosas antes y des-
pués de inversién;

sacarosa = ( 3,74 - 3,48 )x 2 x 0,95 = 0,49 %
La concentracién de fryctosa surge de la evaluacién directa de cetosas:
fructosa = 3,48 %

La suma de glucosa + genciobiosa invertida surge del valor de aldosas
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después de inversién 6,27 %, sustrayendo la glucosa procedente de la
inversién de sacarosa ( 0,49 x 1,053 %2 ) = 0,26 %

glucosa + genciobiosa invertida = 6,27 - 0,26 = 6,01 %
Para calcular la concentracién en genciobiosa se tuvo en cuenta el va-
lor de azficares de inversién segfin Bertrand (9,38 %) y los azfcares re-

ductores directos segln Bertrand (8,67 7). Llamandos

x = glucosa %

y = fructosa %

2 = sacarosa %

p = genciobiosa %

y teniendo en cuenta que el poder reductor de la genciobiosa (disacéri-
do reductor) es aproximadamente la mitad del de la glucose, se postulé
el siguiente sistema de ecuaciones. |
Bertrand directo
x+y+0,5p-= 8,67

Bertrand lueso de inversién

x+y+ 1,053 p+ 1,053 z=938
La resolucién de este sistema lleva a un valor de genciobiosa de 0,35 %
La concentracién 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 %

Resumiendo los valores calculados son:
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glucosa = 5,6/,
fructosa = 3,48 %
sacarosa = 0,49 %
genciobiosa = 0,35 %

que hacen un total de 9,96 % de azSfcares en la pulpa. Este total supera
al total de productos de inversién (Bertrand), experimentalmente deter-
minado (9,38 %). Transformando por cflculo los valores de sacarosa y
genciobiosa calculados en productos de inversién ( 0,35 + 0,49 ) x 1,053=
= 0,88, el total de azdcares después de inversién serfa: 5,64 + 3,48 +
+ 0,88 = 10,00 % en lugar de 9,38 determinado experimentalmente, Esta
diferencia debe atribuirse a varios factores: errores experimentales,
probables interferencias y principalmente 2 la consideracién del poder
reductor de la genciobiosa como % del de la glucosa, criterio aproxima-
do pero no estrictamente exacto.

La concentracién de 1lipidos en la pulpa se determinépor extrac -
cién de la misma por éter etilico (ver Parte Experimental), obtenien -
dose un valor de extracto etéreo sumamente bajo (0,04 %). Iin base a es-
te producto se procedié a su saponificacién, aislamiento de 4cidos to-~
tales y transformacién en ésteres metilicos que se examinaron por cro-
matografia gas lfquido obteniendo los valores de composicidn acidica
que figuran en la Tabla 7. Estos.lipidos comprenden todos los 4cidos
expuestos en la Tabla 2, como componentes del aceite de semilla, si

bien con diferencias porcentuales marcadas y varios compomentes meno~



res, sefialados cn la Tabla 3 (composicién acfdica exhiaustiva del sccite

de semilla). Como se verd mas adelante el cromatograma correspondiente

a los 4cidos totales de la pulpa exhibid los mismos componentes (ue los

encontrados para los lipidos totales de un dulce comercial de "Calafate".
Finalmente una investigacién sistemdtica de otros componentes de

la pulpa revel$ ausencia de alcaloides y presencia de taninos, flavonoi-

des y fitoesteroles.

3- Zxamen de un dulce comercial de "Calafate"

Se cstudié la composicién de un dulce de expendio publico ean en-
vases herméticos, rotulado como "Dulce de Calafate" y elaborado en Ba-
riloche (Prov. de Rio Negro). Los valores hallados (ver Parte Experi-
mental) fueron los siguientes:

s6lidos totales 57,45 % (insolubles 0,33 %)

cenizas totales (500-550°) 0,25 5 (sol. 0,17, insol. 0,08)

azécares reductores (en az. inv.) 41,10 %}

ezficares invertibles (en sacarosa) 9,80 %

acidez total (m&lico) 0,41 %
4dcido péctico 1,17 %
nitrégeno total <0,1 %
extracto etéreo (éter etilico) 0,02 %

¥l velor de pH del dulce fue 3,40 (ligeramente superior al de la
pulpa de B. buxifolia 3,25), la alcalinidad de cenizas (11,0 ml 4cido
%/ g) ligeramente inferior al valor registrado para pulpa de B, buxi-

folia (12,5 ml 4cido N / g); los azlcares revelados en forma directa



por cromatograffa en papel fueron glucosa, fructosa y sacarosa y luego
de inversién glucosa y fructosa (ausencia de genciobiosa, probgblemente
por inversién durante la elaboracién del dulce); se identificaion 4cido
mélico, cftrico y un 4cido urénico por cromatogrefia en papel (similar
a lo ocurrido en pulpa por esa misma técnica) y se constat§ ausencia

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

El extracto etéreo (&ter etflico) del dulce reveld muy baja pre-
sencia de 1fpidos (0,02 %) camo se sefial§ para la pulpa; la composicidn
acfdica C.G.L. (ésteres metilicos) de esos 1fpidos reveld los mismos
componentes que los observados para la pulpae de B, buxifolia, aunque
con diferencias porcentuales (Tablae 7); las comprobaciones sefialadas
permiten presumir que la rotulacién del dulce examinado seria correc-
ta en el sentido de tratarse de un producto eclaboradoc con pulpa (li-
bre de semilla) de frutos maduros de Berberis, sin que pueda sefialar-
se si han sido de B. buxifolia. A este respecto si tomamos en cuenta

los datos obtenidos por Pomilio17

en frutos maduros de B. bwdfolia se
observa gran diferencia en el contenido antocidnico. Mientras que en
el fruto maduro se encuentran diez glicésidos de peonidina, malvidina,
delfinidina y petunidina en el dulce estudiado sélo se encontraron
tres glicésidos de delfinidina y cianidina; si bien durante el proce-
so de elaboracién 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 concentracién de



azlcares, atmésfera de oxdgeno, etc.40-41, no es justificable la apari-
cién de cianidina-3,5-diglucésido (ver composicién en antocianos en Ta-
bla 8) en el dulce. Por lo que se juzga que el dulce en cuestién no fue
confeccionado con la variedad buxifolia. La falta de informacién sobre
los antocianos presentes en las restantes especies del género Berberis,
no permite abrir juicio sobre especie empleada en el producto y justi-
ficaria la denominacién genérica "Calafate" de uso amplio en el pais

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 préximas a Calafate), Las
bayas se preservaron en heladera (aprox 5°) hasta su transporte por via
aérea a Buenos Aires y su estudio se comenz8 de inmediato.

2= C teristicas de bayas

El valor de peso medio (determinado sobre 30 bayas) fue de 0,80 g:
eran practicamente esféricas desde que sus 2 didmetros oscilaron entre
1,0-1,1 y 0,9~1,1 (determinados sobre 10 bayas). El contenido en semi-
1las oscilé entre 8 a 10 por baya, Las bayas eran de color vialeta os-
curo, asi como sus pulpas. El color procedfa exclusivamente de las pul-
pas desde que las c4scaras culdadosamente liberadas de sus pulpas por
lavaedo acuoso eran de color amarillo-pardo y semitransparentes. Las se-
milles eran de color negro-parduzco y brillantes.

3- Resoclucién del fruto en sus partes constitutivas

A los fines de esta separacidn y de la estimacidn porcentual de
las partes componentes, 30 bayas (23,80 g) se resolvieron manualmente
en semilla, pelfcula y pulpa. A tal fin cada baya se presioné entre dos
dedos, separando le pslfcula y el conjunto de pulpa mas semilla, reco-

giendo estas @ltimas sobre un Buchner sin papel de filtro. Las peliculas
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se lavaron cuidadosamente con agua (eliminacién de restos de pulpa) y la
semilla se separé de la mayor parte de la pulpa, eliminando los Wltimos
restos de la misme por 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 computé 17,15 g de pulpa., Porcen-
tualmente se obtuvieron los sigulentes rendimientos: semilla 23,36, pe-
1fcula 4,58 y pulpa (por diferencia) 72,06 %.

Siguiendo este procedimiento de separacién se tratd 1 Kg de fru=
tos separando la semilla que se lavé con agua y con alcchol para ace-
lerar su secado al aire y preservando la pulpa en frasco de tapén esme-

rilado a -15° hasta su anflisis. Las pelfculas se desecharon.
L~ Estudios sobre semilla

Se practicaron algunas determinaciones sobre semilla as{ obtenida,

hallando valores de promedio de longitud de 6,5 mm y espesor 2,0 mm (so-

bre 20 semillas). El peso AQ fue de 68,2 Kg, el peso medio de cada se-

milla fue 0,02 g (determinado sobre 20 semilles) y el némero de semillas
por gramo 50.

En forma manual y operando sobre 1,859 g de semilla se resolvie~
ron en céscara y pepa, obteniendo 0,8443 g de cédscara (45,1 %) de color
prédcticamente negro y 1,0153 g de pepa (54,9 %) de color blanco-amarillen
to. EL valor de humedad (100-105°) en céscara fue de 18,95 % y el de la

pepa 14,33 %. La humedad sobre semilla entera fue 16,45 %.
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5- Dxtraccién (hexano) de semilla entera — aislamiento de aceite crudo

de extraccién

208,8 g de semilla entera (seca al aire) se molieron y agotaron
con hexano técnico en equipo Soxhlet. Después de 20 horas de extraccién
la semilla molida y as{ tratada se dejé secar al aire, remolid y agoté
nuevamente (la molienda de esta semilla results dificil, en razén de
la dureza de la céscara). De le semilla molida y agotada sc eliminé el
solvente al aire y los Wltimos restos del mismo en estufa de vacio a
60°, obteniendo asi la harina de extraccién.

Se recuper$ el hexano del extracto por destilacién a bafiomaria v
los dltimos restos se eliminaron con pasaje de vapor de ajua, ¥l acei-
te crudo se tomé por éter et{lico, lavendo en ampolla con solucién se-

misaturada de SOl’;Ja2 en agua, deshidraté con S0 filtré§ y recuperé

imz,
el éter por destilacién u bafiomaria.

FPor calentamiento en estufa de vacio (1000, 5 Torr) hasta constan-
cia de peso se obtuvieron 33,10 g de aceite crudo, de color amarillo-ver
doso (15,85 % sobre semilla tal cual, 18,97 % sobre semilla seca, 28,86
sobre pepa tal cual y 33,70 % sobre pepa seca).

6- Tratamiento previo del aceite - Extraccién de alcal.oides

El total del aceite se disolvié en 700 ml de éter etflico y extra-
jo por 3 veces en ampolla con 100 ml vor vez, de C1H al 5 % v/v, reunien
do los extractos, La solucién ectérea se lavé con agua hasta reaccién neu

tra al tornasol, traté por SOA}Ia2 (anh,), filtrs, recuperd el éter por



destilacién 2 bafiomarfa y calenté en ectufa de vaclo (192°, 5 Torr) has-
ta constancia de peso, obteniendo el aceite libre de alcaloides., Los ex-
tractos clorhidricos reunidos se reservaron para su examen ulterior.

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

a) Caracterfsticas fisico-culmicas

%1 aceite crudo se presenté como un lfquido 1fmpido a 20° de color

verde-parduzco, Sobre el mismo se determinaron: densidad relativa a

ZS/LO (picnémetro); fndice de refraccién a 25° (A,0.C.S. Official Method
Ce 7-25); igg;gg de gaponificecién (A.0.C.S. Cfficial Method Da 15-48);
fndice de yodo (Wijs); nfmero de acidez (I.U.P.A.C. II D.1, scbre 0,5 g
de aceite); insaponificable total (A.0.C.S. Ca 6b-53, adaptado a los
1fquidos residuales de la determinacién de fndice de saponificacién);
Indice de yodo del insaponificable (Rosenmund); esteroles ;otales42 (di-
gitonina); tocofercles 303519329 y nfmero de escualeno (Fitelson, A.0.A.
C. Official Method 473, 1955).

La Tabla 1 resume los valores observados para estas determina cio-
nes.

b) Composicién acidica - Esteres metflicos

Previamente al estudio de composicién acfdica se practicé sobre
el aceite la reaccién de Bellier (aceites de semilla) con resultado po-
sitivo y la reaccién de Halphen (A.0.C.S. Official Method Cb 1-25), con
resultado negativo (ausencia de 4cidos ciclopropénicos). Los 1fquidos

resultantes de la titulacién de Indice de saponificacién (efectuado
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aproximadamente sobre 2 g de aceite, afiadidos de 25 ml de solucién de

KOH al 4 % en etanol de 96 %), se diluyeron con 40 ml de 4.0 y oxtre-

2
jeron por 3 veces con 70 ml por vez de éter etflico. (Separacién del ma
terial insaponificable). La fase hidroalcohdlica reunida con los 1iaui-
dos procedentes del tratamiento de los extractos etéreos del insaponifi-
cable se acidificaron con 4cido CUI (1:4, heliantina) extrayendo exhaus-
tivamente los 4cidos liberados mediante 3 extracciones con 40 ml de éter
etflico por vez. Los extractos etéreos se lavaron a fondo con agua, tra-
taron por SOA;Ja2 (anh, ), recuperb el &ter a bafiomaria, eliminando las §1
timas trazas por soplado con nitrégeno en caliente,

El total de 4cidos obtenidos se hirvié a reflujo por 2 horas con
10 ml de metanol anhidro conteniendo 1,5 /% en peso de 80,1, como cate-
2O y extrajoexhausg
tivamente en ampolla por 2 veces con 30 ml de éter etflico por vez. Los

lizador33. Luego de enfriar se diluyS$ con 20 ml de H

extractos etéreos se lavaron con Hzo(tornasol) y con solucién acuosa de
COK, al 0,05 % (eliminacién de 4cidos no esterificados) y finalmente

por H. 0. Se recuper§ el éter a bafiomarfa y los ésteres se estacionaron

2
en ampolla de vidrio, cerrada a la lémpara, a -15° hasta su examen por
C.G.L. (rendimiento de esterificacién 99 %).

“reviamente al examen C.G.L. los &steres melIlicos de 4cidos to-
tales obtenidos se examinaron en el U.V. a fin de observar conjugacién
preexistente, principalmente dienos y trienos (230-235 nm y 263 nm res-

pectivamente). Las observaciones se hicieron en celda de cuarzo de 1 cm,
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con solucién de 8steres en metanol cuya corcentracién era de 2,1// gn-
(Se observé un pico a 268 nm, D.O, 0,622), La conjugacién triénica pre-
existente se calcul$ con la expresién 03 % =0,47 x K3 segin lo prescrip-
to en I.U.P.A.C, Anexo II, 1961, obteniendo de ella un valor de 0,136 %
en 18:3 conjugado.

¢) Examen C,G.L.

Se oper§ en equipo Perkin Elmer Vapor Fractometer Mod, 154, equi-
pado con detector dellama, columna de vidrio de 3m x 4,5mm de didmetro
interno, material de relleno formado por Chromosorb W, lavado 4cido (60-
80) y adipato de etilenglicol- poliester (15 % sobre relleno total)., Se
operé a 200° regulando la temperatura de inyector con la indicaecién 85
LA,

(escala empirica) de registro™’, (a fin de evitar la produccién de “ar-
tefacto" en base de linoleato de metilo), nitrégeno como fase mévil (16
psi de presién de entrada) y con inyeccién de 4 41 de solucibén de éste-
res al 5 % en §ter etflico, la Figura 1 reproduce el cromatograma obte-
nido en que los picos se identificaron por tiempo de retencién y las eva
luaciones cuantitativas se resolvieron por triangulacién. Las respuestas
cuantitativas han sido verificadas con anterioridad por examen C.G.L. de
de mezclas de ésteres met{licos de &cidos grasos de composicién conocida,
estableciendo concordancia de resultados para la determinacién de 4cidos

linoleico y linolénico por C.G.L. y por examen espectrofotométrico luego

de isomerizacién alcalina (A.0.C.S. Method Cd 7-58, 1960) y por determi-
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nacién del contenido en £cidos totales saturados segin el método de Ber-
tram, as{ como a través del célculo de los valores de fndice de yodo y

saponificacifn. Los resultados de las evaluaciones por triangulacién per-
mitieron celoular la composicién acfdice (% de 4cidos totales) que figu-

ra en la Tabla 2,

d) Examen de composicién acfdica exhaustiva

Como ha sido mencionado y a fin de evidenciar componentes en muy

bajas concentraciones u otros de mayor peso molecular (4cidos entre 020

a 024), se combind la destilacién fraccionada en vacfo de 8steres met{li-
cos de 4cidos totales con el examen C.G.L. de las fracciones y residuo de
destilacién obtenidos. A tal fin 13,29 g de aceite se saponificaron por
reflujo durante 2 horas con 4,5 g de KOH y 75 ml de etanol de 96 %5 des-
pués de enfriar se diluy$ con 150 ml de H20 y efectuaron 5 extracciones
con 80 ml de &ter etflico por vez, (la primera con 200 ml), aislando
0,1506 g de insaponificable (1,13 %; 67,3 % del insaponificable total).
Por acidificacién de la capa hidroalcchélica reunida con los lfquidos de
tratamiento de la solucién etérea de insaponificable se aislaron (&ter
etflico) 12,49 g de 4cidos totales (93,98 % sobre aceite). El total de
fcidos se esterificé por reflujo de 2 horas con 120 ml de metanol anhi-
33

dro conteniendo 1,5 % de SO,H., en peso”’” y los ésteree se fraccionaron

L2
por destilacién en un equipo segin Longenecker45 (eficacia 12 platos teé-

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



vieron 8 fracciones y un residuo, entendiendo por este Wltimo los &steres
aislados por lavado etéreo de la columna, balén de destilaciof y tridn-
gulo de separacién una vez conclufda la destilacién, Desde que en el re-
siduo se acumula la parte de insaponificable no extrafda por éter después
de saponificar el aceite, el residuo se saponificé con potasa alcohélica
al 4 %, extrajo el insaponificable remanente con éter (que se determiné
cuantitativamente) y recuper§ los 4cidos del residuo, libres de insaponi-
ficable que se reesterificaron con metanol, Se obtuvieron 0,1461 g de in-
seponificable en el residuo.

Cada fraccién de destilacién (previamente pesada) y los ésteres me-
tflicos del residuo se examinaron por C.G.L. empleando el equipo y las
condiciones antes indicadas y se calculeron sus composiciones en &cidos %
de cada fraccién y residuo., Teniendo presentes estos valores y los pesos
de cada fraccién y el residuo se calculd la composicién final de los 4ci-
dos grasos totales del aceite que figura en la Tabla 3, La Tabla 4 resume
la marcha de esa composicién acfdice (% 4cidos totales de <ada fraccién y
residuo de destilacién). Los valores encontrados figuran en la Discusién.

e) Reconocimiento de los 4cidos linolénico y oleico

Aproximadamente 0,5 g de la fraccién nmimero 4 de la destilacién an-
terior (conteniendo aprox. 31 % de 18;3) se saponificé con potasa alcohd-
lica al 4.%, aislando los Acidos totales que se disolvieron en 10 ml de
éter etflico anhidro. La solucién se enfrié a 0° (hielo) y agreg cuida-

dosamente bromo hasta ligero exceso. Despuds de 10 horas el precipitado



se aisl§ por centrifugacién y lavé repetidamente con pecuefias porciones
de &ter etflico (anh.) enfriado a 0°, El precipitado fundié a 181°, no
observédndose depresién por fusién mezcle con 4cido hexabromoestedrico
preparado a partir de 4cidos totales de aceite de semilla de lino, cor
lo cual quedd identificado el 4cido linolénico.

Con el fin de identificar 4cido oleico se reunieron partes igua-
les de las fracciones 5, 6 y 7 de la destilacién y aproximedamente 6 g
de esa mezcla se transformaron en compuestos de inclusién de urea po;
ebullicién a reflujo con 18 g de urea y 65 ml de metanol (relacién

urea 15:1). Después de 2/ horas los cristales sepa-

mol medio de &steres
rados por filtrecién al vacio se recristalizaron 3 veces por metanol,,
enfriando a 0° durante la @ltima recristalizacién. Los &steres separados
de los aductos de la 28 y 38 recristalizacién (aislados por descomposi-
cién con H20 y gotas de C1H dilufdo y extracciédn etérea) se examinaron
por C.G.L. obteniendo los cromatogramas de las Figuras 5 y 6, qbservan-
do la eliminacién total de 18:;3 y précticemente total de 18:2, con un
pico principal de 18;1 y en menor proporcién 18:;0, 16:3 y 17;0 para l=z
3% recristalizacién. Bl total de ésteres aislados de la tercera recris-
talizacién de los aductos se saponificé con potasa alchélica al 4 7,
obteniendo aproximadamente 0,4 g de fcidos grasos que se oxidaron con

46 a temperatura

solucién de permanganato de potasio en medio alcalino
inferior a 10° (los 4cidos se afiadieron de 40 ml de H20, ., ml de solu-

cién acuosa de KOH al 10 %, 320 ml de agua+hielo y 32 ml de soluciédn




acuosa de Mnokg al 1 %). Después de 5 minutos se efiadieron 12 ml de C1H
concentrado y 0,5 g de SQBHNa, aislando por filtracién a la trompa el
precipitado blanco obtenido, que se lavé exhaustivamente con agua, sec§
al aire e hirvié con hexano técnico (eliminacién de 4cidos saturados), el
insoluble se recristalizé de metanol obteniendo un producto cristalino
que fundib a 131-1320, no observdndose depresién por punto de fusién mez-
cla con el 4cido 9,10-dihidroxiestedrico obtenido & partir de 4cido olei-
co puro,

Los intentos realizados a través de la recristalizacién de compues-
tos de inclusién de urea para lograr productos libres de 18:;3 y por tanto
dtiles para reconocer por bromacién en éter de petréleo 18;2 fracasaron
(18:3 y 18:2 se eliminan en forme conjunta en las recristalizaciones).

(ver Discusién).
f) Investigacién de esteroles

Se procedi§ a separar los esteroles a partir de insaponificable por
cromatografia en capa delgada de estos Ultimos segin la técnica de Fedeli
et a147. Se emplearon placas de 20 x 2 cm recubiertes de sflica gel G
(5 g de sflica gel en 10 ml de H20) utilizando 60 g de esta suspensién
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 et{lico-metanol. Se sembraron 93 mg de insaponi-
ficable, equivalente a 24 mg de esteroles totales. Paralelamente y en

forma separada se sembré una banda de 2 cm de largo con solucidén ce insa-
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ponificable y a su lado una mancha de 3,5 cm con patrén colesterol y

se desarrollo con mezcla hexano-éter etllico (1:7), durante 35 minutos.
Una vez seca al aire la placa,so revelaron las 2 bandas pequefias por pul-
verizacién con 2,7-diclorofluoresceina al 2 {5 observando bajo luz U.V.

de 368 nm la posicién del colesterol y la banda de esteroles del in-
saponificable (fluorescencia verde clare sobre fondo verde oscuro). Por
raspado de la banda principal, en la zona de esteroles, seguida por elu-
cién con éter et{lico y eliminacién del solvente se obtuvieron 23 mg

de esteroles, destinados al examen C.G.L..

Se empleé un equipo Hewlett Packard 5750-Research Chromatograph,
equipado con detector de ionizacién de 1llama, columna de 1,830 m x 3 mm
de difmetro interno, relleno constituldo por Chromosorb W silanizado (80~
100), conteniendo 3 % de silicona OV-17 como fase fija, temperatura de
la columna 260°, del detector y el inyector 315°, presién de entreda de
nitrégeno (fase mévil) 1,6 unidades, atenuacién 8 x 10° Yy con inyecciones
de 10/ul de solucién de esteroles al 5 % en cloroformo. lLos valores de
presién de entrada y temperature de columna fueron fijados a fin de en-
contrar las condiciones mds convenientes para la resolucién de una mez-
cla de campesterol+@sitostercl y stigmasterol.

Elegidas las condiciones finales se corrieron patrones de coleste-
rol, mezcla campesterolﬁﬁ-sitosterol y stigmasterol inyectando 10 41 de
solucién al 5 % en cloroformo y registrando los siguientes valores de

tiempo de retencién (expresados en cm a partir del comienzo del pico de



solvente): colesterol 15,90; campesterol 20,55; stigmasterol »2,4) yA -
sitosterol 25,50, Idénticas condiciones operativas se emplearon para los
esteroles del insaponificable del aceite, obteniendo el cromatograma -ie
la Figura 7, cuyo anflisis revela la principal ocurrencia de g-sitoste-

rol (Tg/

1 ) .
'y colesterol ,60) ¥ en menor concentracién campestcrol (Tr/Tr

1,29) y en muy baja concentracién stigmasterol (Tr/

colesterol Tr colest,

1,41). Ademds un pico con valor de T 1,80 (65-avenasterol ?).

T/7r colest.

otro con Tr/T 0,803 uno muy poco perceptible con Tr,,

r colest. r colest.
0,99 (colesterol ?) y el més lejano con un valor relativo de tiempo de

retencién de 2,30.

g) Alceloides en aceite crudo de semilla

Los 1fcuidos acuosos dcidos (Cli) resultantes del treatamiento del
aceite crudo para la extraccidén de alcaloides se¢ concentraron en Rota-
vapor observando la formacién de cristales. Se alcalinizé con iaOH y
extrajo exhaustivamente con ClBCH en ampolla (/4 extracciones), y de los
extractos cloroférmicos lavados con agua se recuperd el solvente obtenien
do un residuo de alcaloides no fenSlicos (rendimiento Q0,56 4 respecto de
aceite crudo). Los 1fquidos acuosos agotados se acidificaron (ClH) y tra
Hila(para destrulr el C1lH),afiadiendo

3
ligero exceso, extrayendo nuevamente con ClBCH (alcaloides fenélicos)s

taron con ceantidad suficiente de CC

por recuperacién del solvente se obtuvo un residuo (rendimiento 0,002 %
de aceite),

A los fines de fijar el nimero de alcaloides presentes se¢ hicieron



43

corridas cromatogrfficas en capa delgada, usando placas de vidrio de !
X 20 cm cubiertas por una capa de J,25 mm de sf{lica gel &, actiwadas 1
hore a 110°, Cemo solventes de desarrollo se usaron les mezclas: Cl3CH,
metanol (7:3); n-butanol, 4c. acético, HZO (10:1:3) y benceno, metanol
(2:2, ambiente saturado de HHB).

Las placas se observaron con luz J.Y. (263 un) antes y después de
rociar con el reactivo de Dragenaorf modificado por lunier y ?-'x,z?.c:heboue:“/"8
y para revelar alcaloides fenbiicos se utilizb el reactivo de Folinhg.

Todos los medlos de desarrollo produj=ron la separacidn de / nan-
chas en la fracecidén de alcaloides no fenblicos, 2 de las cuales fuereon
identificadas como berberina y palritina, por ceomparacién con muestrzs
testigo de esos alcaloides, en los tres medios de desarrollo nombrados,

teniendo los siguientes Rf: 9,50 y 0,54 (C1,CH-metanol); 9,34 y 2,25

3
(n-butanol-4c, acético-Hzo) ¥ 2,59 y 0,44 (benceno-metanol} que coin-
cidieron respectivamente con los de berberina y paimitina. Una de las
nanchas restantes tuvo Rf de 0,36; 0,17 y 0,33 en los tres medios sezin
fueron ordenados antes y la 42 mancha (que revelaba como ferol) tuvo
20 1,72 0,74 y 0,47, y cs le unica mancha gque ararecid en la fraccidn

de 2l1caloides fenblicos.

&~ Harina de extrzccibdn de semilla - Andlisis zencral

a) Cbtencién de la muestre

51 producto resultante por el agotamiento con nexano (Soxhlet) de
1la semilla, se expuso al aire y finalmente se sccd en estufa de vacic

o . . .
(45-5C") para eliminar el solvente remanente. Se remolié y preservd en



frasco de buen cierre hastz su anflisis, Sobre este¢ preduclo se praati-
caron las siguientes determminaciones:

b) Humedad- (4.0.4.C. Official Method 13,3, 1950). Operando sobre
2 g (estufa de vaclo, 100° hasta constancia de peso), se obtuvo un va-
lor de 7,58 .

¢) Cenizas- (A.0.,£.C, Official liethod 13,6, 195)). Orerando sobre
1 g de muestra se calcind en cédpsula de platino a 500-5500 hasta obten-
cién de cenizas blancas que representeron 2,6/ %‘

d) Nitrdgeno total- (!facro método hjeldanl, A4.0.A.C, Official g

thod 2.24, 1950). Efectusndo la digestién con mezcla SO,K., 30,Cu ¥

42 39
S0,H,, el valor promedio de 2 determinaciones fue 2,71 #%. Gmpleando el
factor 6,25 y expresando los resultados sobre sustancia seca el conte-
nido de protefna "bruta" fue de 18,32 .

e) Fibre cruda- (A.0.A.C. Official iethod 21.038, 1965), Se ope-
ré directamente sobre harina por estar précticamente libre de aceite.
¥l valor promedio de 2 operaciones fue de 10,66 .

f) Bxtracto acuoso- 9 Mrededor de 5 g de harina exactamente pc
sados se colocaron en Srlenmeyer de 250 ml, agregb 100 ml de uzo desti
lada y tard el conjunto. Se 1levd a ebullicién suave, que se mantuvo
durante 30 minutos , se dejd enfriar y reestablecié el peso inicial con
H2O destilada, filtrando por papel, del filtrado se midieron 20 ul que

se llevaron a seco en Rotavapor, secando finalmente hasta peso constan-

te en estufa de vacfo (100°)3 el valor obtenido fue 18,40 7.



2) Acidez del extracto acuoso- 2) =nl del filtrado obtenido segqin

f) se titularon con solucién de JaOH 7,1 N (fenolftalelna); cl resulta-
do expresado en mg Z0H / g de harina fue de 10,30 (equivalente a 1,23
de harina camo 4cido m4lico).

h)_ixtracto clorofdrmico- 20 g de harina se agotaron en Soxhlet
por cloroformo (24 horas). Por recuperacién del solvente en @otavapor
y calentamiento en estufa de vaclo (100°) hasta constanciz ce peso se
obtuvo un valor de extracto cloroférmico de 1,44 % (1dpidos residua-
les),

i) Azfcares reductores- (A.0.A.C. Official Method 22.943, 1965).

Se operd sobre 10 g de harina neutralizada con 1 g de CO.Ca, procediendo

3
al agregado de 125 ml de etanol 50 ¢ (en volumen) y calentando en bafio
de agua a 83-85° durante 1 hora. Una vez frio se dejé en reposo por ve-
rias horas y 1lev§ a volumen de 250 ml con etanol neutro de 95 7, mezclé
y centrifugé (15 min, 1500 rpm). 200 ml de sobrenadante se concentraron
(Rotavapor) a 1/WO del volumen inicial (eliminacién de alcohol) y el 11~
quido resultante se defecd con solucién saturada de acetato de plomo,
elimminando el exceso con oxalato de potasio y filtrando por papel scco,
sobre alicuotas de 20 ml se determinaron por duplicado azdcares reduacto
res segin Hunson y Nalker51 (pesada de Cuzp), obteniendo valores coinci
dentes de 4,14 % expresado en azicar invertido.

j) Azfcares invertibles- (4.0,A.C., Official Method 29,23, 1950),

20 ml de la solucién obtenida en i) se trataron por inversién con 2,5 ml
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de CLI 531,10, calentando a banomarfa por 20 minutos, enfriando y necu-
tralizando la solucién con NaOli 10 j» (tornasol), llevando a volumen fi-
nal de 50 ml; operando sobre alfcuotas de 20 ml (Munson y Nalker; por
pesada) se obtuvieron valores coincidentes de 2,44 ju para azfcares in-
vertibles, expresados en sacarosa,

k) Hidratos de carbono sacarificables- (A.0.A.C. Official liethod

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

100 m1 de H,0 destilada, afiadidos de 10 ml de C1H 5:1,125; luego de 2

2
horas de ebullicién (reflujo) se neutraliz& con solucién 10 5 HaOH (tor-
nasol), llevé a volumen de 200 ml y filtré. Sobre alfcuotas de 4D pl de
filtrado se determinaron azfcares por sacarificacién (i‘unsony Walker
por pesada), obteniendo un valor de 17,85 % expresado en almidén.

La investigacién especifica de almidén resultd negativa,

1) Rendimiento en furfural vor destilacién con C14 12 ) -(A4.0.A.C.

Official Method 22,050, 1965) Por estricta aplicacién de esta técnica a
3 g de harina y a través de la formacién de floroglicido se encontrd un
valor de rendimiento en furfural de 4,04 7. Este valor se ha tenido en

cuenta en la Discusién de la Parte =Experimental en relacidn a la deter-
minacién de poliurénidos.

) Determinaciédn de poliurdnidos- Se llevé a cabo a través de la

determinacién de CO2 desprendido por tratamiento con C1H 19 %} en peso,
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empleando la micro-técnica de Barker et al” . Se realizaron 3 determina-

ciones empleando tiempos de tratamiento de 2, 3 y 5 horas, obteniendo va-



M

lores constantes para las 2 Wltimasj el valor hallado, expresado en poli-
urénido (4cidos urénidos x 0,908) fue de 17,60 J.

n) Anflisis cualitativo de hidratos de carbono por cromatorrafia

en papel- Fracciones de 10 ml de las soluciones usadas para la determi-
nacién de azidcares reductores totales y azlicares invertibles sc llevaron
a sequedad (vacfo, 40°), los residuos se tomaron con piridina anhidra,
f£iltr§ por papel, (eliminacién de sales inorgénicas), y volvié a llevar
a sequedad (vacfo, 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 Whatmann N2 1, junto con patrones
de comparacién de los siguientes hidratos de carbono: g}ucosa, fructo-
sa, sacarosa, galactosa, xilosa, manosa y arabinosa (disueltos en agua
a razén de 19 mg/hl).

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 inmersién o pulverizado segin el caso. Como solvente de desa-
rrollo se us$§ n-butanol, piridina, H20(1O43:3)(buena sqparacién) y n-bu
tanol, 4c. acético, H,0 (4:1:5), para verificacién de manosa.

]l revelador general usado fue NOBAg en CHBOH 0,3 % + N¥a metflico
en CHBOH 7% + NH3 en CHBOH 16 % (5:2;1)52 para azdcares reductores; pa
ra cetosns se usé resorcina (40 mg) + 10 ml de butanol + 10 ml de CI1H

0,25 N y para grupos hidroxilos vecinales metaperyodato de sodio al 2 %
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(K &l 1% en COfiia al 2 % en agua (4:1)°°.

Sobre el 1f{quido de determinucibn de azfcares reductores se identi

en agua + MnO

ficaron: glucosa, fructosa, manosa y sacarosa; el l{quido anterior luego
de invertir present$ los mismos monosacdridos (glucosa, fructosa y mano-
sa) y una mancha que no pudo ser identificada en base a los patrones usa

dos, persistente en cromatogramas obtenidos sobre hidrolizados con SOAHZ

(2 %) por ebullicién durante 1 hora,

fi) Evaluacién de alcaloides- 10 g de harina se suspendieron en 100

ml de metanol y dejaron en reposo durante una noche, luego se calentb a
reflujo sobre bafiomarfa durante 4 horas, filtrd en caliente y evaporé
(vacfo, 50°). El residuo se tom§ con 20 ml de C1H al 1 %, calentando a
50-60° para favorecer le disolucién, filtré luego por una capa de Celi-
te, el residuo se traté nuevamente con 10 ml de C1H 1 %, juntando ambas
fracciones luego de filtrar, El filtrado se alcaliniz8 hasta pi 10 (pa-
pel universal) con NH3 concentrado, extrajo por 2 veces con 60 ml de
ClBCH, la fraccién cloroférmica se lavd con 20 ml de agua. La fraccién

cloroférmica se sec§ sobre SOANg2 (anh.), £iltrs, concentr$ en vacfo
(50°) y secS sobre bafiomarfa, dejando finalmente una noche en desecador.
¥l residuo correspondié a 0,42 % de la harina,

Con el residuo se corrieron placas de sflica gel tal como se expli
c§ en el punto 7-g). Los valores encontrados para las / manchas presen-

tes, son pricticamente iguales a los anteriores.

o) Investigacidn sistemftica de otros componentes- Se aplicé estric




tamente una marcha analitica para la Investigacién yuimica de VegetﬁlesSA.

Como resultado se evidencié la presencia de alcaloides y fitoesteroles.

9- Estudio sobre composicién de pulpa

Sobre pulpa preservada como se indicé en 3- se practicaron las si-
guientes determinaciones analfticas:

a) Extracto seco- (A.0.A.C. Official Method 20.010, 1965). Alrede-
dor de 20 g de pulpa se colocaron en cristalizador (8 cm de didmetro) y
evapor$ a no mas de 70° y finalmente en estufa de vacfo 70° (presién me-
nor de 100 Torr) hasta observar diferencias no mayores de 3 mg entre pe-
sadas luego de 2 horas de tratamiento. Se obtuvo un velor de 15,44 %.

b) Cenizas- (A.0.A.C. Official Method 11,021, 1965). Se operé so-
bre alrededor de 6 g de pulpa con temperatura final de 500-5500. E va-
lor obtenido fue 0,75 %.

¢) Alcalinidad de cenizas- (A.0.A.C. Official Method 11,021, 1965).
Por aplicacién de esta técnica se obtuvo un valor de 12,5 ml de 4cido 1
N/ g cenizas® Equivalente a 9,4 ml de 4cido 1 N por 100 g de pulpa.

d) Densidad relativa- (Picnémetro). Se obtuvo un valor de densi-
dad relativa SZ5= 1,053.

e) Valor de pH- Se determiné con equipo Metrchm Herisau E 396 B
con electrodo de vidrio comblinado; el valor obtenido a 20° fue de 3,25.

f) Nitrégeno total- (Macrométodo Kjeldahl, A.0.A.C. Official Method
2,24, 1950), Se operd sobre 6 g de pulpa observando un valor promedio de

0,17 4. Expresadc empleando el factor 6,25, el contenido en protefna
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"bruta" fue de 1,06 %.

g) Acidez voldtil- (Cazenave-Ferrd) Por estricta aplicacidn de cs-
te método se encontré un valor de acidez volatil de 0,014 % expresada en
dcido acético.

h) Acidez total- Se efectuaron 3 formas de valoracién: Con solu-
cién de Ca(OH)2 0,05 N y considerando el viraje de los pigmentqs propios
de la pulpa (viraje del rojo al verde, a pH 7,04 estimado durante la ti-
tulacién potenciométrice); por titulacién con solucién de NaOH 0,1 N y
azul de bromotimol como indicador externo (pH de viraje 6-7,6) y final-
mente titulacién potenciométrica.

A los fines de las 2 primeras se partié de aproximadamente 7-S g
de pulpa dilufda en 50 ml de agua destilada recientemente hefvida y en-
friada, Para la titulacién con solucién de Ca(OH)2 e indicador propio de
la pulpa se encontré§ un valor de 1,52 /% expresado en 4cido mflico, préc-
ticamente equivalente al hallado por titulacién con NaOH y azul de bro-
motimol (1,56 % como dcido mflico).

La titulacibn potencioméirica se practicd sobre 1 g de pulpa dilu-~
ida con 10 ml de agua destilada, empleando electrodo de vidrio combinado
(equipo Metrohm E 396 B) y agitador magnético, se oper§ a temperatura
ambiente (20°) registrando las variaciones de pH en funcién de los agre-
gedos de solucién de NaOH 0,01 N (cada 0,5 ml). De la representacién de
los valores de pi en funcién de los ml de 4lcali agregados y en base a

los incrementos correspondientes se c¢alculd la derivada primera y segun-



da, cue permitié obtener el pi y le cantidad de 4dlcali agregado al punto
de inflexdén principal que son respectivamente 8,25 y 26,17 miliequivalen
tes (correspondientes a 1,75 % de 4cido mflico en la pulpa). El valor al
que se observé el primer indicio de cambio de color de la pulpa fue de
750/

i) Acidos pécticos- (A.0.4.C. Official Method 20.040, 1965). Se
practicé este método (solubilizacién en medio C1H, saponificacién con 1%
de WaOH en frio, precipitacién de 4cidos pécticos, redisclucién y repre-
cipitacién, aislamiento e ineineracién) sobre 20 g de pulpza obteniendo
un valor de 0,29 % de 4cido péctico.

j) Determinacién de azdcares- A los fines de calcular las concern-
traciones en los azfcares presentes identificados por cromatograffa en
papel (ver mds adelante) se practicaron determinaciones de azdcares re-
ductores (Bertrand) y azfceres invertibles (Bertrand). Adengs, por yo-
dometria se determinaron aldosas antes y después de inversi6n y por apli
cacién de la técnica de Shaffer y Somogyi las concentraciones de cetosas
antes y después de inversidn.

j1) Azfcares reductores e invertibles- 3Je partié de alrededor de

3 graros de pulpa, que se 1levd a neutralidad con solucién de Nalil 0,7 N
(indicador propio), agregé 5 ml de agua destilada y solucidn saturada de
de acetato de plomo neutro gota a gota para producir un precipitado flo-
culento, centrifugando a cada agregado hasta producir precipitacién com-

pleta, luego con solucidn de oxalato de sodio se comprobé que no guedara
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~lomo en el sobrenadante. Tl precipitado se iavé y centrifugé 3 veces
con 7=8 ml de }!20, juntando todas las soluciones sobrenadantes y lleven
do a volumen de 100 ml.

50 ml de la solucién anterior se invirticron por agregado de 5 ml
de C1H §1,10, calentando 15 minutos o 60+3°, neutraliz§ con 720t (torna
sol) y se 1levé 2 1) ml.

Los hidratos de carbono fueron determinacdos por el rr.ét;odo ée Ber-
trand5 i usando para el examen de azflcares reductores 20 ml de la éolu-
cidn respective y para azlcares invertibles 25 ml. Como azlcares reduc-

tores se cncontrd un valor de 3,68 I, expresado en azfcar invertido y

como invertibles 0,60 i. ea sacarosa.

(%]

32) Aldosas y cetosas antes y después de inversién- 16 g de pul-
pa fueron liberados de protefnas y clarificados por agregado de 2 g de
crerea de alfinina, llevando a 200 ml con agua, Se filtré descarta.nd;) los
primeros /A0 rl, del filtrado siguiente 75 ml se llevaron z 100, determi
ndndose aldosas por el nétodo de ilarshall y iionne.nss sobre 20 ml de es-
ta soiucién. 50 il de una solucibn asf preparada fueron invcrtid'oa' con
7 1l de Q.U,E & 1,10 en la forra detallada en j.') llevando a un volumen fi
nal de 109 ml, usdndose para cada dcterminacién yodimétrica 20 ml.Se re-
#istré un contenide de aldosas antes de inversién de 5,72 ) y de 6,27
después de inversién, ambas expresadas en glucosa., l'ara la determinacién
e cetosas, 2 partir de soluciones de azficares preparadas de g.gua.l rnane-

ra que para aldosas, se tomaron 20 ml a los cue se agregd 40 ml de solu-
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c¢ibdn 0,75 0 de yodo y 25 0wl de {20 0,1, luero de 1) minubos de repo-

so c¢ aecldificéd cor 5 ml de S()/E-i? 1 i y redujo cuidndocarente el yodo L1
y -

berado con solucién de 8033-.':-1? al 1 7 (almidén como indicador), sc ncutra
1izé el 4cido con solucidn de :izC1 © 7 (bromocresol verde) y 1levd a 250
ml con agua., Sobre 5 1l de solucién asi preparada se aplicd la $éenica
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de Shafler-Somosyi Tl coatcnido on cetosas encontrado Mue de 3,43 7

antes de inversién y de 3,74 % despuds de iuversiédn, ambos expresados

en fructosa,

¥; Jdentificacién de azlicares por cromwatosraffa en papel- A fraccig
nes de i0 ml de las soluciones prepa‘radas seqin j1)-, se les aplicé el mis
mo tratamiento que el descripto en 8-n) las soluciones asi preparadas fue
ron sembradas sobre papel ‘hatmann 32 1 junto con patrones de comparacidn
de los sipguientes azlcares puros: glucose, fructosa, arabinosa, manosa,
raanosa, sacarosa. rutinosa, celobiosa y genciobiosa,

Los medios de desarrollo fueron las mezclas de los siguientes sol-
veates: n-butanol-piridina-asua (6:4:3): n-butanol-etanol-agua (10:L:/) ¥
acetato de etilo-piridina-agua {1):4:4), con tiempos de desarvollo entre
2) y 30 horas. Lcs reveladores utilizados fueron los mismos. tue para hi-
dratos ce carbono en harinas E-n), Cox lo cual se demostré ia presencia
de glucosa, fructosa, sacarosa y genciobiosn en la muestra sin invertir
v solamente glucosa y fructosa luego de inversién,

1) Identificacidén de 4cidos £ijos-

11} Adslamiento de 4cidos volitdsicos- 20 ¢ de pulpa sz trataron
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de acuerdo 2 le técmica al.C.A.C. Cfficial ifethod 20,046, 1955, para la
elirdnacién de pectinas y 1le solucién resultunte luego de neutralizada
se acidificé con 4cido acético como indica la téenica de aislamicnto de
dcidos polibdsicos A.0,A.C. Cfficiel Hethod 22,052, 1965, lueso por zgre
rado de (AcO)ZPb s6lido y centrifugado tras cada agregado, se consiguié
precipitacién total. El precipitado se lavé con alcchol 80 % por suspen-
sién y centrifugacién, finalmente se suspendié en 150 =l de azua, vass
una corriente de SH2 hasta saturacién, filtré por papel y concentrd al
vacio (50°) hasta un volumen de 4 6 5 ml, que ce usé para 1as cromato-
graffas siguientes:

12) Cromatograffa en papel- La solucién de 4cidos se sembrd junto
con testigos puros de 4cidos: quinico, ascérbico, tartdrico, citrico,
mflico, sirfngico, succinico, fumfrico y glucurénico sobre papel Whatmann
¥¢ 1, Los cromatogramas se decarrollaron en una mezcla de solventes resul
tante de mezcler y dejar saturar vollmenes iguales de 1-pentanol y 4cido
férmico acuoso 5 M, con corridas durante una noche; luego de secar en co-
rriente de aire frio por 2 horas, se rocié con los siguientes reveladores:
a) azul de bromofenol (0,04 7 en etanol 95 %; pi ajustado & 7), b) nitra-

OH 0,1 ¥ y c)

to de plata amoniacal (partes iguales de H0.ig J.1 N ¥y H,

vanadato de amonio (sol, saturada)57.
For observacién directa de los cromatogramas o bajo luz U.V,. (368

nm) se encontraron en las manchas sembradas con el extracto de £cidos po-

lib4sicos, 1os deidos mAlico, ascérbico y cftrico.5¢ corrieron también cro



rmatogremas en los cuales se semord una gota de la pulpa tal cual, ¢n esas
condiciones aparecia una nueva mancha ue se correspondia con la de 4cido

glucurénico.

1,) Cromatograffa en capa delsada de celulosa- Para confirmar la
presencia de un 4cido urénico se adaptd la téenica de cromatozrafie cn
capa delgada de Petri et al5a.

Sobre placas de vidrio de 20 x 20 cm se extendid ura suspensibdn de
polvo de celulosa Whatmann CC A1, secando luego en estufa a 105o durante
1 hora. Se sembrd pulpa del fruto junto con testigos de los dcidos mé&lico,
glucurénico y galactourénico y lcs siguicentes azficares: glucosa, galacto-
sa, fructosa, sacarosa y genciobicsa. &1 solvente de desarrollo fue una
mezcla de 4cido formico-agua- terbutanol-metiletileetona (15:15:40:3C),
con 2 corridas sucesivas durante 80 minutos, Las placas se revelaron jpor
partes con solucién de azul de bromofenol (ver cromatogrsfia en papzl) y
con solucién de clorhidrato de p-anisidina al 2 i (110° durante 19 minu-
tos). Con el primer revelador se detectaron manchas correspondientes a
4cido mflico y 4cido glucurénico y con el segundo una mancha color warrén-
verdoso correspondiente a glucosa, nmuy préxima a ellia una coler rojo-ce-
reza correspondiente al 4cido glucurédnico (buena separzcién eatre los tes
tigos de 4cido glucurdnico y 4cido galactourénico), 2 manchas marrén dé-

bil (sacarosz y penciobiosa) y una amarillo fluorescente (fructosa).

11) Cromatooraffa en fase gaseosa- Se losrd por C.5.L. de los és-
' 4

teres metf{licos sililados de los 4cidos fijos.



na alfcuota del concentrado de dcidos fijos (obtenido segin 11)
conteniendo aproximadamente 56 ng de 4cidos (5 z de pulra) se desnidra-
L6 en :lotavapor a temperatura no mayor de 60° 7 luego en desecador
(0120a) por una noche, =l residuo se tratd con 30 al de metanol antidre
hasta mdcima disolucién y £iltrd por papel de un insoluble. 1l filtrado
se 1levé a seco en un Rotavepor y el residuo se disolvié en 10 ml ic é-
ter annidro, enfrid en hielo y traté con solucién etérea de diazometano
al 3 %59. Il agregado de diazometano se contiaud en pequeiias Josis has-
ta cbscervar color amarillo persistente y cese de desprendiniento de ni-
trégeno: se llevd a seco en lotavapor a temperatirn no mayor de L° 7
el residuo se pesd y disolvié en piridina anhidrz a rzzén de 1 =l por
cada 10 mg de residuo. En un tubo de centrffuga se midid el equivalen-
te a 10 mg de &steres, agregd 9,2 ml de hexametildisilazeno, agith,
anadié 7,1 ml de clorotrimetilsileno, agité nuevameate y tapé tien s
tubo; se dejS reposar por 30 minutos y centrifugé (15 minutos, 3000 rpm),
tomé con pipete la mitad del sobrenadante jue se trasvas$ a un dedo de
vidrio con esmeril, eliminando los lfquidos en Rotavagor a temperatura
de 400. El residuo se disolvié en 3 ml de ciclohexano anhidro, emplean-
do esta solucién para inyectar en el cramatégrafc, Se utilizé un equipo
Perkin Elmer Vapor Fractometer Mod. 154 con columna de 2 metros por 4
milfmetros de didmetro interno con relleno de Caromosorb G-HF silaniza-
do (82-100) conteniendo 4 % de "silicona rubber" como fase fija, H2 co-

mo fasz mévil, temperatura 1230, presién de entrada 1) psi y empleando
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4 ud de solucidn en las inyecciones. Previamente se corrieron patrones
de fcidos wélico, tartdrico y citirico esterificados y sililadoas, obie-
niendo €l croratograma de la Figura 8., La Fimurs G corresponde al cro-
zatograma de los 4cidos fijos de la pulpa examinada, en el gue se ob-
servan acerds de dcido mflico 6 picos menores con Tr/rr 415 0n 38 142
1,84= 2,01~ 3,21~ 4,19= 5,42 correspondientes a componentes no identi-
ficados. For triangulacién de este cromatograma, la concentracién de
4cido nflico fue de 96,5 7%, 2,2 ., para el componente de r,_
r nfiico

1,42 v 1,3 .. para el conjunto de los restantes.

15) Determinacidn de fcidos citrico y mélico- Come compleme:to

de las determinaciones de acidez fija e identificaciones de 4cidos fi-

jos, se aplicd los Official Method A.C.A.C. 20,042 al 20,051 a iz decter
minacién de 4cido cftrico (revelado coma existente por la cromatozrafia
en papel y no presente por la cromatograffa zaseosa) obteniende un va-
lor de 2,12 ;5 expresado en 4c, cftrico. Asf mismo y por aplicacién de
los Official ¥ethod A.,0,A.C. 23,052 al 20.055 se determiné el contenido
de 4cido m4lico gue resultd ser 1,03 % como 4c. mdlico.

n) Lipidos extrafbles por éter etflico- 17 g de pulpz se.diszol-
vieron en 70 ml de agua extrayendo con éter etflico (3 extracciones con
5) ml por vez), los exitractos reunidos se lavarou por a-itaciéa con awua,
tretarort con aO (anJ.\ recuparandc el solveate a baliomaria y calen~
tando ¢l residuo hasta constancia de peso (1000, 5 Torr). Se obtuvieron

7,2 ng de 1ipidos (0,04 /).



Este residuo se saponificé con ©Qi al 4 % en etanol, aislando los
4cidos totales jue se cesterificaron con metunol, obteniendo los dsteres
que sc¢ examinaron por C.53.L. en las condiciones descript:s en 7-¢). La

Figura 10 reproduce el cromatograma ottenido.

#i) Investizacidn sistemdtica de otros componentes- Se aplicd es-

trictamente una marcha analfitica para la investigacién cufmica de vege-
tales54: se evidencid la presencia de taninos, .flavonoides ; fitoeste-
roles., La pulpa examinada no contenia alcaloides.

10- Examen de un dulce de '"Calafate"

3e procedid al examen de composicién general de un dulce de "Cala
fate" de venta piblica, adquirido en la Capital Federal y elaborado en
Bariloche (Prov. de Hio Negro). :{l producto tiene aprobacidn oficial ¥
se expende en recipientes de vidrio herméticos con contenido:de A5/ .

La composicidn general determinada por aplicacidén de las técnicas
A.0.1.C. reveld los siguientes valores:

Sélidos totales: 57,45 %, sélidos insolubles 0,33 )5, cenizas tota
les (500-550°) 0,25 4, (solubles 0,17 %}, insolubles 0,08 ), alcaliridad
de cenizas solubles 11,0 ml de 4cido 1N /gramo, azlcares reductores (en
azdcar invertido) 41,10 7, azfcares invertibles (en sacarosa) 9,20 5y
acidez total (en Acido mdlico) 0,41 7, valor de pi (2°) 3,40, 4cido péc
tico 1,17 %, nitrégeno total Kjeldahl 0,1 5, extricto en éter etflico
(1fpidos) 2,02 ..

La investipgacién de azfcares por cromatogralia en papel revela,



fructosa, glucosa y aacarosa por examen directo ¥ fructosa y glucosa vor
examen después de inversién.

La investigacibn de 4cidos orgdinicos por cramatografia en papel rg
vela la cxistencia de 4cidos mflico, cftrico y un 4cido urénico.
La investigacibn sistemdtica de otros componentes54 mostré ausen-
cia de alcaloides (al igual que en la pulpa de frutos de 3. bwdfolia) y
presencia de taninos.

b) Antocianos presentes en el dulce

b1) Extraccidn de los pigmentos- Cantidades entre 5 a 10 g del
dulce se trataron con voltimenes iguales de metanol y evapor$ al vacio
(40°) hasta sequedad. Se tomé el residuo con dc. clorhfdrico metanélico
1% (10 a 12 veces el peso del residuo), guardd en heladera bajo atmés-
fera de N2 durante 24 hs, al cabo de ese tiempo se filtré bajo trompa de
vacfo y concentré (Rotavapor, LOO) hasta obtener una solucién siruposa.

b2) Aislamiento y purificacién- Los pigmentos fueron aislados
por cromatograffa preparativa mediante técnica descendente, para ello
el extracto metanflico se sembrd en banda sobre papel Whatmann 3 M, se
usd como solvente de desarrollo la capa superior de la mezcla n-butanol-
dc. acético-agua (4:1:5), con tiempos de desarrollo de 40 hs, con lo
cual sc obtuvieron 2 bandas (S e I). Las bandas obtenidas luego de 1la
corrida cromatogrifica fueron elufdas con la mezcla agua-metanol-dc. acé

tico (5:90:5). En todos los casos se purificé las bandas por cromatogra-

ffa de los eluldos anteriores, una vez concentrados (Rotavapor, 40°),
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por cromatograffa preparativa sobre papel whatmann 3 MM, usando como sol
vente de desarrollo 4cido acético al 15 % en agua, En este medio la ban-
da I se desdoblé en 2 bandas (I, e I,)y eluyendo en la forma antes men-

cionadayse obtuvieron 3 fracciones que fueron estudiadas,

b3) Indentificacifn de las antocianas-

Espectroscopfa- Se realizé empleando un espectrofotémetro Beckman
DK 2 de registro automftico en la zona U.V. y visible. Los pigmentos lle
vados a sequedad (vacfo 40°) se tomaron a razén de 1 mg/ml con metanol-
cu 0,01 % (p/v)éo. Los desplazamientos batocrémicos del mfximo del vi-
sible se determinaron agregando a 2,5 ml de la solucién metanélica, 3 go
Al (anh.).

3
Cromatograffa~ De cada uno de los pigmentos se desarrollaron cro-

tas de una solucién al § % en etanol absoluto de Cl

matograffas sobre papel Whatmann N2 1 contra testigos auténticos aisla-
dos de diferentes especies, usando los siguientes medios de desarrollo:
a) n-butanol-4c., acético-agua (4:1:5), fase superior preparada inmedia-
tamente antes de su empleo. b) n-butanol-C14H 2N (1:1), capa superior (es
tabilizacién de los papeles 2/ hs.. c) C14 (c)-agua (3:96, 173), d) 4e.
acético-ClY (c)-agua (15:3:82)61.

Oxidacidn depradativa- Se efectud sobre cada uno de los pigmentos

con H siguiendo la técnica descripta por Karrer y Meuronbz, modifica

222
da por Chandler y Harper63. Los productpos de oxidacién se estudiaron cro
matogrificamente en papel Yhatmann X9 1, desarrollando en n-butanol-piri

dina-agua (9:5:8) utilizando los azicares testigo corresponcientes, que
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se revelaron con el reactivo de Petronici.hz.

Los datos espectroscépicos, valores de Rf en los diferentes solven
tes asi como los obtenidos por oxidacién degradativa de cada uno de los
pigmentos se consignan en la tabla 8.

Los espectros U.,V, y visible de los pigmentos ne presentaron ab-
sorcién en 1la zona de 300-330 nm, indicando ausencia de antocianas aci-
ladas,

De acuerdo a los resultados obtenidos y 2 la confirmacién contra
testigos auténticos los pigmentos se identificaron como: I1=delfinidina

~3-glucsido; Ii=cianidinu-3,S-diglucésido y S=delfinidina-3y5-diglucs~

sido.



Tabla 1- Aceite de semilla de Berberis buxifolia

Caracterfsticas fisico-quimicas

Densidad relativa (25/4°) 0,9235
Indice de refraccién 25° 1,477
Indice de saponificacién 198, 2
Indice de yodo 166,1
N2 de acidez (mg KOH/g) A
Insaponificable total & 1,68
Indice yodo insaponificable 110,3
Ssterales totales mg % g 136
Tocaferoles totales

como <tocaferol mg % g 28,5
N2 de escualeno mg % g 30,6
Reaceién de Bellier

(aceites de semilla) positiva
Reaccién de Halphen negativa

(dcidos ciclopropénicos)
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Tabla 2- Aceite de semilla de Berberis buxifolia

Composicién acfdica

Acido % de 4c. totales
12:0 vest
14:0 0,1
16:0 8,5
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
2:0 vest
20:1 vest

Indice de yodo 4cidos totales (calculado) 174,7
Indice de yodo aceite (determinado) 166,1; (caleulade) 166,0
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Tabla 3- Aceite de semilla de Berberis buxifolia -

Composicién acfdica exhaustiva

Agido % de 4c, totales
12:0 vest
14:0 0,07
15:0 0,01
1630 7,87
17:0 0,02
1820 1,68
2:0 veat
22:0 vest
2410 vest
15:1 0,01
1621 0,15
1721 0,02
1821 23,16
20:1 vest
1832 29,21
1813 37,80

Indice de yodo 4cidos totales (caleulado) 175,3

Indice de yodo aceite (determinado) 166,1; (calculado) 166,7
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Tabla 5- Harina de extraccién de semilla de Berberis buxifolia

Composicién general

% harina tal cual

Humedad (100°, vacfo) 7,58
Cenizas (500-550°) 2,61
Nitrégeno total (Kjeldahl) 2,71
Protefna "bruta" (N x 6,25, S.S.S.) 18,32
Fibra cruda (A.0.A.C.) 10,66
Azfcares reductores (az, invertido) Ly 14
Azfcares invertibles (en sacarosa) 2, L4
Hidratos de carbono sacarificables

(en almidén) 17,85
Paliurénidos 17,60

Extracto cloroférmico 1,44
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Tabla 6- Pulpa de frutos maduros de Berberis buxifolia

Composicién quimica

Densidad relativa (25/4°) 1,053
Extracto seco % 15,4
Cenizas (500-550°) % 0,75
Nitrégeno totel (Kjeldahl) % 0,17
Protefna "bruta® (N x 6,25) % 1,06
Acidez voldtil (en 4c. acético) % 0,014
Acidez total (en 4c., mflico) % 1,75
Acido péctico (A.0.&.C.) % 0,29
Monosacéridos (glucosa+fructosa) %z 9,12

135N

Disacéridos (sacarosa+genciobiosa) 0,84

52

~.
Q

Extracto etéreo 0,04
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Tabla 7 Lipidos de pulpa de B, buxifolia y de dulce de "Calafate"

Composicién acfdica - % de 4cidos totales

T 1 ) 1
]

{  Acidos E Pulpa | Dulce E

] ]

E i B. buxifolia |  de Calafate g

i 1 I ) lo___ - !

r Rt ] |

] ] ] 1

\ ] ] 1 ,.) :

| 12:0 i 0,4 :' ) ‘,

0 0,1 | 21

: | : :

5 1430 E 1,9 E 3,9 !

t

[] ] ] ]

{

| ]

15:0 0,5 ! 1,2 !

] ]

15514721620 0,1 | 0,4 E

] ]

] ]

16:0 29,3 ! 2,6

1631 | 3,8 § 7,2

]

i 17:0 E 0,3 0,7 E

]

E 17:1 0,3 ! 0,8 |

] [}

16:0 3,3 ! 55|

§ 181 13,1 25,1 |

] ]

1 1 | . s |

5 1832 28,4 5 25,6 i
]

| 183 Ve ly | 6,8 |

(%) ademds 3,6 % de 20;2 ?
en ambos trazas de 1030, 11:0, 12:1, r-14:;0, r=15:0,

230 y 20:1.
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10 minulos

Figura 1- Cromatograffa gas 1fquido de los &steres metflicos de

los 4cidos totales del aceite de semilla de Berberis

budfolia.



16:0

256

]——-—x

Figura 3- Examen exhaustivo
de la composicién de aceite
de semilla de Berberis buxi-
folia. Cromatograma de la

fraccién 3 de la destilacidn
fraccionade de ésteres metf-
licos de 4cidos totales, (se
observen nitidamente los com
ponentes 17:0 y 17:1).

7

Fipgura 2- Examen exhaustivo de
la composicién de aceite de se-
milla de Berberis buxifolia,
Cromatograma de la fraccién 1
de la destilacién fraccionada
de 4steres metflicos de Acidos
totales, (por hidrogenacién ca-
talftica con paladio en ciclohe
xano desaparecen los picos sefia
dos como 15:1, 16:1, 18:1, 18: 2
¥y 13:3; esto prusba la ausencia
de r-16:0),

16:0

18:2

4:0
12:0
[—=x256

1
20 10 minulos
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20 10 minuto

Pigura 6~ Reconocimiento de
4c. oleico, Cramatograffa gas
1fquido de los ésteres metili
cos inclufdos como campuestos
de inclusidén de urea después
de la 22 recristalizacién de
los aductos obtenidos sobre
ésteres met{licos de fraccio-
nes ricas en ésteres en C18’
(se observa la total alimina-
cién de 1833 y précticamente
total de 18:2),

73

Fipura 5- lleconocimionto de 4c.
oleico. Cromatograffn gas 1Ilqui
do de los ésteres met{licos in-
cluldos como compuestos de in-
clusién de urea después de la

12 recristalizacién de los aduc
tos obtenidos sobre ésteres me-
tilicos de fracciones rices en

ésteres en C18‘

[—= x256

20 10 minutos |
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Figura 13- Lfpidos extrafbles por éter etf{lico de pulpa de frutos maduros

el g——  ——

de Berberis buxifolia. Cromatograffa gas 1fquido de ésteres meg

tilicos de 4cidos totales.
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Figura 11- Lfpidos extrafbles por éter etIlico de dulce de "Calafate"
Cramatograffa gas 1fquido de ésteres metflicos de dcidos totales
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Teniendo en cuenta la amplia distribucién de diversas especies del
género Berberis (el dnico género de Berberidaceas en la Repfiblica Argen-
tina), la sefialada carencia de informacién bibliogrdfica acerca de la
composicién quimica de frutos de plantas de la familia Berberidaceae y
en espacial de las especies argentinas de Berberis, se decidié el estu-
dio en ese sentido de los frutos maduros de Berberis buxifolia Lam (Ca-
lafate) cosechados en Febrero de 1972 en les costas del Lago Argentino
(Prov. de Santa Cruz), préximas a la poblacién de Calafate. Con caracter
previo se presenta una informacién acerca de lea distribucién de las espe
cies de Berberis en la Repfblica Argentina; la descripcién de la especie
Berberis buxifolia Lam y de las distintas formas de utilizacién alimenta
ria de los frutos maduros de la misma.

Se emplearon frutos cosechados en madurez y preservados a 5° (hela
dera) hasta el momento de su estudio, que se inicié en un lapso no mayor
de 10 dias a partir de su recaleccién,

Sobre los frutos se determinaron algunas caracteristicas f{sicas y
se resolvieron manualmente en sus partes constitutivas principeles: peli
cula, pulpa y semilla., Se pudo establecer:

1) Que el peso medio de las bayas fue 0,80 g, précticamente eaféri
cas, con didmetro oscilando entre 0,9-1,7 om, de color violeta intenso
procedente exclusivamente de la pulpa.

2) Gue los frutos estaban constitufdos por 4,6 # de pelfcula, 23,4
% de semilla y 72,0 % de pulpa, siendo el nimero de semillas por fruto



&1

de 8- 10, con color negro parduzco brillante,

3) Que la semilla media en velor promedio 6,5 x 2 mm, tenfe un va
lor de peso/Hl de 68,2 Kg; que el peso medio por semilla era 0,02 g,
siendo 50 el nfmero de semillas/g. Gue por resolucién manual la semilla
constaba de 45,1 % de una céscara de color negro parduzco brillante y
54,9 % de pepa color blanco amarillento. Que el contenido de humedad de

la semilla entera era de 16,45 % (cdscara 18,95 %; pepa 14,33 %).

Les estudios sobre semilla (seca al aire) consistieron en su agota
miento por hexano técnico (aislamiento de aceite seminal crudo), obten-
cién de la harina de extraccién residual y examen de cada uno de estos
dos productos. Respecto del aceite crudo de extraccién se pudo estable-
cers

1) Que el agotamiento por hexano de la semilla entera molida rin-
dié 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, 1fquido 1fmpido a 20° de color amarillo
verdoso, 8e liber$ de alcaloides por extraccién con dcido clorhidrico
dilufdo obteniendo asi el aceite sometido a examen fisico-quimico y de
composicién acfdica., Sobre el mismo se determinaron valores de densidad
relativa 25/4°, Indice de refraccién 25°, Indice de saponificacién y de
yodo, Indice de yodo del insaponificable, asteroles totales, tocofero-

les totales, nimero de escualeno y reaccién de Bellier (aceites de se-



milla) y de Halphen (4cidos ciclopropénicos)

3) Lue el examen ffsico~quimico del aceite seminal libre de alca-
loides destacd un elevado valor de fndice de yodo (166,1), un valor de
indice de saponificacién (198,2) indicativo de una composicién acidica
fundamental en C16’C18’ bajo valor de nimero de acidez, reaccién posi-
tiva de Bellier y negativa de Halphen. Ante la total carencia de velo-
res bibliogridfices pare aceites seminales de Berberidaceas, respecto de
contenidos en esteroles y tocoferoles totales, se destaca haber hallado
para los primeros un contenido normal para muchos aceltes seminales
(436 mgfhg) y una cifra sumamente baja para tocoferoles totales (28,5
mghg comow=tocaferol) y as{ mismo un muy bajo valor de nimero de escua-
leno (30,6 mg%g).

/) Que previamente al examen de composicién acfdica los ésteres
metflicos de &cidos totales del aceite se examinaron en U.V. (230-268
nm) a fin de observar conjugacién preexistente. Yo se registré presencia
de dienos conjugados (230-235 nm) y se constatd una muy baja concentra-
cién de trienos conjugedos (0,136 % en 18:3), por observacién a 268 mm,

5) Que el examen por cromatograffa gas 1fquido de los &steres me-
tflicos de 4cidos toteles revels como "componentes mayores" a los 4cidos
1841 (23,5 %), 18:2 (29,1 %), 18:3 (36,8 %) y précticamente 16;0 (8.5 %)s
paralelamente, se registré 1,9 % para 18:0, 0,1 % para 14;0 y 0,1 %
para 16;1 y vestigios para 12:0, 17:0, 17:1, 20:;0 y 20:1.

6) Que fueron indudablemente reconocidos los 4cidos linolénico,
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como hexa -bromo derivado de 181° de punto de fusién y oleico como 9,10~
dihidroxiestefrico de punto de fusién de 131-1320; el primero por bromi-
cidn en éter etflico a 0° y el segundo a través del aislamiento de uns
mezcla de oleico mas saturados por recristalizacién de compuestos de in-~
clusién de urea (en ambos casos partiendo de los 4cidos de una fraceidn
de destilacién de &steres metflicos de 4cidos totales),

7) Zue por combinacién de la destilacién fraccionada en vacfo (0,5
-1,0 Torr) de los ésteres met{licos de los 4cidos totales del aceite y
examen por cromatografia gas 1fquido de cada fraccién y residuo de desti
lacién se logré un examen exhaustivo de la composicién acidica registran
do, ademés de los ya mencionados muy bajas concentraciones de 4cidos
15:0 (0,01 %), 2210 (vest.), 24:0 (vest.) y 15;1 (0,01 %) y observando
cifras muy concordantes para los demds componentes con los registrados
en el examen C.G.L. operando en forma directa sobre ésteres metflicos de
4cidos totales. Asf mismo se observé 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) Que por fraccionamiento en capa delgada de silica gel del insapo
nificable del aceite se aislé la fraccidén de esteroles que se sometid a
examen por C.G.L. observando la principal ocurrencia de (-sitosterol y
en menor concentracién campesterol y stigmasterol, asi como un componen-
te con valor de TryTr colesterol 2*%7 (colesterol ?), otro con Tr/Tr col.

2,30 (sin iden-

1,80 ( 5_avenasterol ?) ¥ uno que respondié a Tr/Tr col
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tificacién probable).

Se presté atencién al estudio de composicién qufmica de 1a harina
de extraccién de semilla entera y a tal fin se practicd un anflisis gene
ral que incluy$ determinaciones de humedad, cenizas, nitrégeno total, fi
bra cruda, hidratos de carbono y extractc c¢loroférmico. Se pudo estable-
cer:

1) Que los valores de humedad y cenizas 7,58 y 2,61 % son normales
y similares a los de muchas harinas de extraccién de otras semillas y
que el contenido en protefna bruta (nitrégeno x 6,25) resulté ser bajo
(18,32 4). Asf mismo el contenido en fibra no fue muy elevado (10,66 %).

2) Que el extacto acuoso de esta harina (18,40 %)encuadra en cifras
normales para harinas de otras semillas, La acidez total determinada so-
bre extracto acucso y expresada en 4cido mdlico % de harina fue de 1,23 %.
Que el contenido en 1fpidos residuales de la harina determinado a través
de un extracto cloraoférmico fue de poca significacién (1,44 %).

3) Que la composicién en hidratos de carbano revels un contenido
en azlcares reductores de 4,14 % (como azfcar invertido), en invertibles
de 2,44 % (como sacarosa) y en hidratos de carbono sacarificables 17,85 %
(en almidén), lo que hace un total de 24,43 %.

4) Que la identificacién de azlcares por cromatograffa en papel
antes de invertir revel§ la presencia de glucosa, fructosa, sacarosa y

manosa, habiéndose identificado glucosa, manosa y fructosa despuds de la
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inversibn, lo que confirma la presencia de sacarosa.

5) Que una determinacién del rendimiento en furfural por tratamien
to con C1H 12 % condujo a un valor de 4,04 % sobre harina y que la forma
¢ién de furfural no proviene de pentosas o polfmeros de pentosas preexis
tentes; ello quedd demostrado al determinar poliurénidos a través de la
evolucién de diéxido de carbono en medio £cido (C1H 19 %), registrando
un valor de poliurénido de 17,60 % sobre harina, Esta cifra es coinciden
te con la encontrada a partir del rendimiento en furfural por aplicacién
de un factor de conversién.

6) Que la harina contenfe 7,42 % de alcaloides totales que examina
dos por cromatograffa en capa delgada con distintos solventes de desarro
1llo revelaron la presencia de berberina y palmitina y de otros dos compo
nentes no identificados, comportamiento similar al observado en el exa-
men de los alcaloides separados del aceite crudo (0,56 %), por los mismos
métodos. Que una investigacibn sistemdtica, reveld ademds la presencia

de fitoesteroles.

Desde que la pulpa del fruto es la perte del mismo que se vincula
a su empleo camo alimento directo o a su transformacién en productos ela
borados como bebidas y dulces, se procedi$ a un examen exhaustivo de su
composicién quimica, se pudo establecer:

1) Que se trata de un producto 1fquido ligeramente viscoso y de in

tenso color violeta (presencia de antocianas). Se determinaron sus valo-



res de densidad relativa a 25/4° (1,053 %), extracto seco (15,44 %), ce-
nizas 500-550° (0,75 %), nitrégeno total (0,17 4. protefna "bruta" 1,06
%), acidez volatil (despreciable), 4cido péctico (0,29 %), azlcares tota
les (9,96 %; monosacfridos 9,12 %, disacéridos 0,84 %). El valor de aci-
dez total (titulacién potenciométrica 1,75 %, como 4cido mdlico), el va-
lor de pH 3,40 y extracto etéreo (1fpidos) 0,04 %.

2) Que la acidez fija result§ estar formada casi exclusivamente
por dcido mAlico, reconocido por cromatograffa en papel y en fase ga-
seosa. La cromatograffa en papel reveld§ ademds 4cido ascédrbico y cftri-
co mientras la cromatograffa en fase gaseosa adem4s del pico prinecipal
correspondiente a 4cido mflico evidenci§ 6 componentes menores (un to-
tal de 3,5 % de los 4cidos totales) que no comprendfan a los 4cidos ci
trico y tartdrico y que no fueron identificados. Por cromatograffa en
papel y capa delgada se evidenci$ la presencia de un 4cido urénico, Los
valores de acidez total determinados por titulacidén, apreciando el pun-
to final en base a la virada de los antocianos propios de la pulpa o em
pleando azul de bromotimol (indicador externo) fueron 1,52 y 1,56 % co-
mo 4cido mflico.Las determinaciones especificas (A.0.A.C.) de 4cido mé-
lico y cftrico dieron 1,03 y 0,12 % respectivamente.

3) Que la acidez fija de esta pulpa y su contenido en 4cido péc-
tico la sefialan como rica en acidez y pobre en sustancias péctices, da
to que puede ser de interés a los fines de su transformacién en dulces,

jaleas o mermeladas.



4) Que la investigacién de azlcares por cromatograff{a en papel antes
de inversién evidencid la presencia de glucosa y fructosa como monosacéd-
ridos y sacarosa y genciobiosa como disacédridos, la glucosa y la gencio-
biosa integran a diversos antocianos de la pulpa; luego de inversién y
por la misma técnica solo se identificaron glucosa y fructosa, como era
de esperar.

5) Que la composicién final en azfcares (mono y disacdridos) se pu
do calcular en base a los reconocimientos previos por cromatografia en
papel y & los valores resultantes de las determinaciones de azdcares re-
ductores e invertibles, aldosas y cetosas antes y después de inversién,
con los siguientes resultados: glucosa 5,64 %, fructosa 3,48 %, sacarosa
0,49 % y genciobiosa 0,35 %.

6) Que la muy baja concentracién en 1lipidos se examind en su compo
sicién acfdica por cromatograffa en fase gaseosa, identificando los mis-
mos componentes 4cidos fundamentales registrados para los aceites de se-
milla, aunque en distintas proporciones y algunos otros componentes meno
res, Que la investigacién sistemitica de otros componentes reveld 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 pdblica, se procedié
a su examen particular y general de composicién,

Se pudo establecer:
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1) Gue los valores de sélidos totales (solubles & insolubles), azi
cares reductores e invertibles, acidez total y contenido en 4cido péeti-
co, responden a cifras admisibles para estos tipos de productos.

2) Que en base a las investigaciones de azGcares antes y después
de inversién y de 4cidos fijos, ambos por cromatograffa en papel, al con
tenido en 1fpidos y al examen por C.G.L. de su composicién acidica puede
concluirse que se estarfa en presencia de un dulce elaborado con frutos
de alguna o algunas especies de Serberis, seguramente ajenas a B. buxifo-
lias que este criterio se vié confirmado al examinar los antocianos pre-
sentes en el dulce, habiendo registrado 3 glicésidos de delfinidina y
cianidina, comportamiento distinto al sefialado para los antocianos de la
pulpa madura de B, buxifolia, que consta de 10 glicdsidos de peonidina,
delfinidina, malvidina y petunidina. Aun teniendo presente posibles alte
raciones de estos principios durante el proceso de elaboracién del dulce

no cabe justificar un comportamiento tan diferencial.
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