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1. ABSTRACT Y RESUMEN

The search of optimized extraction methods from plant foods which allow the
isolation of phenolic compounds, such as flavonoids, is an activity of
considerable scientific and business interest. In the present work, the chemical
composition of hydroalcoholic and ethyl acetate extracts from dry cranberries
(Vaccinium macrocarpon Ait.) has been studied. The HPLC-DAD profiles of
several ethyl acetate extracts have been analyzed and the differences observed
have been established. One ethyl acetate extract has been chromatographed to
obtain two main pure compounds which have been identified as 1-O-B-D-
glucopyranosyl benzoate and quercetin 3-O-glucoside, respectively. The
hyphenated technique HPLC-MS applied to the study of two fractions from an
ethyl acetate extract and an aqueous extract has allowed the tentative
identification of other thirteen components: three hydroxycinnamic acids, nine
flavonoids and one A-type procyanidin.

La busqueda de métodos optimizados para la extraccidon de alimentos de
origen vegetal que permitan obtener compuestos fendlicos, tales como
flavonoides, es una actividad de considerable interés cientifico y comercial. En
el presente trabajo, se ha estudiado la composicidon quimica de extractos
hidroalcoholicos y de acetato de etilo de arandano rojo desecado (Vaccinium
macrocarpon Ait.). El proceso de extraccion se ha ensayado bajo diferentes
condiciones y los extractos obtenidos se han analizado mediante HPLC-DAD.
De uno de los extractos de acetato de etilo se han conseguido aislar
cromatograficamente los dos componentes mayoritarios, los cuales han sido
identificados como benzoato de 1-O-B3-D-glucopiranosilo y quercetina 3-O-
glucésido, respectivamente. Asi mismo, el estudio de dos fracciones de un
extracto de acetato de etilo y de un extracto acuoso mediante la técnica
combinada HPLC-MS ha permitido identificar tentativamente trece
componentes mas: tres acidos hidroxicinamicos, nueve flavonoides y una

procianidina tipo A.
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2. INTRODUCCION E HIPOTESIS DE TRABAJO

El arandano rojo de América del Norte, arandano americano o cranberry
(Vaccinium macrocarpon Ait.), es un arbusto autdéctono de América del Norte.
Hoy en dia, esta especie se cultiva fundamentalmente en cuatro zonas de
Estados Unidos (Massachusetts, Nueva Jersey, Wisconsin y Oregon), pero es
en la primera donde se obtiene la cosecha mayoritaria (65% de la produccion
total, aproximadamente) [Fernandez, 2008].

Es un arbusto con ramas finas de maximo 20 cm de altura, generalmente entre
4 y 15 cm, que se extiende sobre el suelo hasta 1 m de diametro. Las hojas son
verdes en verano y de color bronce
en invierno, elipticas, miden 1 a2 cm
de largo. Las flores tienen forma de
campana, con pétalos de 5 a 10 mm
de largo, rosados, curvados hacia
atras y con las anteras y el estigma
sobresalientes, divididas en cuatro
I6bulos estrechos sostenidos por los
peciolos delgados. Se cuelgan de las
axilas de las hojas por separado o en
grupos de dos a diez (figura 1). Los
frutos son bayas esféricas de 9 a 14
mm de diametro, de color rojo oscuro
y sabor fuerte y picante [Aiton, 2009]

que maduran justo antes del invierno,

2 mm

siendo una de las pocas bayas

disponibles durante esta estacion
[Fernandez, 2008].

Figura 1. Vaccininum macrocarpon Ait.
[Aiton, 2009].

El género Vaccinium pertenece a la familia de las Ericaceae, entre otras
especies de Vaccinium se encuentran [Cunningham et al., 2005]:

- Arandano azul (V. corymbosun L.; blueberry).
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- Arandano azul silvestre (V. angustifolium Ait.; wild blueberry).

- Arandano europeo (V. oxycoccus L.; European cranberry, small cranberry).

- Mirtillo o arandano (V. myrtillus L.; bilberry, whortleberry).

- Arandano rojo (V. vitis-idaea L.; ligonberry).

La industria del arandano americano representa un mercado mundial de 2.000
millones de dolares (estimacidon del 2001), cuyos productos incluyen el fruto
fresco, zumos, compotas, fruto desecado, fruto congelado, concentrados de
zumo y el zumo desecado por atomizacién [Cunningham et al., 2005]. Ademas,
se comercializa como nutracéutico (arandano rojo pulverizado en capsulas o
sobres) o alimento funcional [Fernandez, 2008; Jiménez, 2013].

En cuanto a las actividades biolégicas atribuibles al arandano rojo y sus
derivados, numerosos estudios han demostrado, desde hace mas de 50 anos,
que el arandano rojo cuenta con diversos efectos beneficiosos para la salud,
entre las que su pueden citar el poder antioxidante, la actividad anticancerigena
[Neto, 2007], la protectora del sistema cardiovascular [Cote et al., 2010], frente
a enfermedades periodontales [Feghali et al., 2012] y la mas importante
descrita en numerosas referencias hasta la actualidad, con excelentes
resultados clinicos obtenidos, la antiinfecciosa urinaria [Liu et al., 2008; Jass et
al., 2009]. Se conocen hasta 120 componentes con mas de 700 actividades
bioldgicas en distintas especies del genero Vaccinium® aunque sélo unas pocas
de estas referencias son especificas de Vaccinium macrocarpon Ait. Los
efectos beneficiosos para la salud mencionados anteriormente estan
directamente relacionados con los constituyentes de tipo flavonoide, debido a
su gran actividad biolégica observada en numerosos ensayos. Los flavonoides
son el grupo de compuestos polifendlicos mas comun en la dieta de los seres
humanos y se encuentran normalmente en las plantas [Biswas et al.; 2013].
Las exclusivas propiedades antibacterianas del arandano americano implican
que este debe poseer una composicién polifendlica muy diferente a otros tipos
de frutas [Chen et al., 2001]. La falta de comercializacién de determinados

flavonoides identificados previamente en arandano americano dificulta su

'Base de datos NAPRALERT. Program of Collaborative Research in the Pharmaceutical
Sciences. Chicago, College of Pharmacy, University of lllinois. Bases de datos fitoquimicas y

etnobotanicas del doctor Duke. Disponibles en www.ars-grin.gov/duke.
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identificacion y cuantificacion, asi como el estudio de variabilidad en la
composicion, debida ésta al origen de la muestra o a su procesado. Ademas,
desde el punto de vista bioldgico, se necesita disponer de los componentes
puros para poder estudiar su actividad asi como la forma en que estos
compuestos se absorben y metabolizan, para determinar de este modo los
mecanismos implicados, lo que permitira una mejor supervisién del seguimiento
de los estudios clinicos [Fernandez, 2008]. Es por ello que la hipotesis de
trabajo planteada en este TFG sea la mejora de los métodos de extraccion y
fraccionamiento de las complejas mezclas que son los extractos de arandano
rojo, hasta conseguir aislar y caracterizar componentes potencialmente activos.
En la presente memoria, después de esta breve introduccion al tema de estudio
y de exponer la hipétesis de trabajo, se recogen los objetivos a conseguir en el
apartado siguiente. A continuacién, en el apartado de “Antecedentes”, se
presenta un resumen de la bibliografia existente sobre arandano rojo y
especialmente se presta especial atencidn en las actividades bioldgicas
descritas y en la composicién quimica identificada. Posteriormente en el
apartado “Resultados y discusion” se comentan los resultados a los que se ha
llegado a través de la experimentacion realizada y recogida en el apartado
“‘Material y métodos”. Finalmente, en el apartado “Conclusiones” se sintetizan
los resultados obtenidos y por ultimo, en los apartados “Bibliografia” y “Anexos”
se relacionan los articulos y trabajos cientificos consultados asi como los

espectros generados durante la realizacion de este TFG.

3. OBJETIVOS

Los objetivos concretos que se pretenden conseguir con el presente Trabajo
Fin de Grado son los siguientes:

1. Obtener extractos de polaridad media-alta de arandano rojo desecado.

2. Establecer un método de fraccionamiento adecuado para aislar

flavonoides de los extractos de arandano rojo desecado.

3. Elucidar la estructura de los compuestos presentes en los extractos.
Ademas, para el correcto estudio de la composicion quimica de un extracto
natural es necesario plantearse otros objetivos mas generales como son los

que se citan a continuacion:
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4. Realizar una buena revisidn bibliografica sobre compuestos ya
identificados en la misma fuente natural.

5. Conocer el manejo de un cromatégrafo de liquidos de alta resolucion
(HPLC).

6. Conocer el manejo del software especifico para el procesado de
espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) y espectros de

masas (MS).

4. ANTECEDENTES

En el presente Trabajo Fin de Grado (TFG) se va a prestar especial atencién a
la informacién bibliografica existente sobre este fruto en cuanto a la
composicién quimica de tipo fendlico, principalmente de estructura flavonoide
(apartado 4.1) y las actividades biolégicas asociadas a dichos compuestos
(apartado 4.2).

4. 1 Composicién quimica de Vaccinium macrocarpon Ait.

El arandano americano esta compuesto principalmente por fibra, siendo mas
de la tercera parte insoluble. Contiene baja cantidad de grasas, proteinas vy

azucares. Los datos se recogen a continuacion (tabla 1).

Tabla 1. Composicion de Vaccinium macrocarpon Ait. [White et al., 2010].

Componente Composicion (g/100g)
Proteinas 2,2

Grasa 12

Cenizas 1,5

Fibra soluble 65,5

Fibra insoluble 5,7

Otros carbohidratos 8,4

Humedad 4,5

Los acidos fendlicos contribuyen al sabor caracteristico de las bayas. La

presencia de acidos hidroxibenzoicos es menos frecuente que la de acidos
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hidroxicinamicos, siendo los derivados de estos ultimos el grupo mas
ampliamente distribuido de compuestos fendlicos [Cote et al.; 2010].
Informacion sobre los mas representativos, asi como las cantidades presentes,

se recogen en la tabla 2.

Tabla 2. Composicién en acidos organicos en Vaccinium macrocarpon [Obén et al., 2011;
Diaz-Garcia, 2013]. ) .
ACIDOS FENOLICOS

Compuesto Composicion (mg/100g)
Vitaminas

Acido ascérbico 21,913
Acidos hidroxibenzoicos

Acido 3,4-dihidroxibenzoico 4,814

Acido vanilico 33,176

Acido siringico 0,363

Acido elagico *

Acido galico *

Acido 3,4-dihidroxibenzoico 4,814
Acidos hidroxicinamicos

Acido cindmico 0,489

Acido cafeoil 4-glucésido 2,151

Acido p-coumarico 4-glucdsido 79,305

Acido cafeico 6,086

Acido clorogénico 0,489

Acido ferulico 10,718

Acido ferulico 4-glucésido 3,318

* Se ha identificado pero no se dispone de datos cuantitativos [Diaz-Garcia, 2013].

4.1.1 Flavonoides identificados en Vaccinium macrocarpon.
Los flavonoides son los compuestos sobre los que tratara este trabajo, por ello
es conveniente describirlos con mas detalle. Se trata de pigmentos universales
en los vegetales, casi siempre hidrosolubles y responsables de la coloracion de
las flores, frutos y a veces de las hojas. En algunos casos la zona de absorcion

de la molécula se sitia en el ultravioleta proximo, siendo la “coloracion”




EXTRACCION DE FLAVONOIDES DE ARANDANO ROJO

Sandra Puentenueva Murillo

percibida unicamente por los insectos. Todos los flavonoides (mas de 4000)
poseen un origen biosintético comun y por este motivo, un mismo elemento
estructural basico, a saber un encadenamiento 2-fenilcromano.

Se pueden reagrupar en diferentes clases (figura 2) segun el grado de
oxidacion del nucleo piranico central, que puede estar abierto y vuelto a ciclar

en una estructura furanica [Bruneton, 2001].
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Figura 2. Clasificacion de flavonoides.

Uno de los tipos de flavonoides caracteristicos del arandano americano son las
antocianinas. Se trata de pigmentos rosas, azules, rojos o0 morados que se
encuentran presentes principalmente en los tejidos epidérmicos de frutas vy
verduras. Pueden estar presentes en diferentes formas en base al pH, el cual,
de hecho, determina si estas son coloreadas o incoloras. El contenido en
antocianinas tiende a incrementarse al mismo tiempo que la fruta madura, en

respuesta a factores climatolégicos como luz y temperatura [Cote et al.; 2010].




EXTRACCION DE FLAVONOIDES DE ARANDANO ROJO

Sandra Puentenueva Murillo

Suelen encontrarse glicosiladas con varios azucares que incrementan su
estabilidad. La forma aglicon de Ilas antocianinas conocida como
antocianidinas, es muy inestable [White et al., 2010]. Existen principalmente 6
tipos de antocianidinas pero soélo dos de ellas se encuentran de forma
mayoritaria en el arandano americano, la cianidina y la peonidina. La mayor
parte son galactésidos y arabindsidos de cianidina y peonidina [Neto, 2007]. A
continuaciéon se muestra la estructura (figura 3) y las cantidades presentes

(tabla 3) de cada una de ellas, en el arandano americano.

OH
Figura 3. Estructura de las antocianidinas.

Tabla 3.Contenido en antocianidinas en Vaccinium macrocarpon Ait. [Bhagwat et al.; 2014.

Concentracion

Antocianidina R4 R,

(mg/100g)
Cianidina H OH 46,43
Delfinidina OH OH 7,67
Peonidina H OMe 49,16
Pelargonidina H H 0,32
Malvidina OMe OMe 0,44

Los flavonoles son otro tipo de flavonoide constituyente del arandano
americano. Se caracterizan por tener un grupo hidroxilo en la posicion 3, un
grupo carbonilo en la posicién 4 y un doble enlace entre los carbonos 2 y 3 del
anillo C (figura 4). Quercetina y mircetina son los dos tipos de flavonoides
comunmente encontrados en cranberry. Al igual que las antocianinas, los
flavonoles estan normalmente glicosilados. También pueden estar acilados con
acidos fendlicos. Los flavonoles son tipicamente incoloros, a diferencia de las

antocianinas, pero absorben fuertemente la luz en la region del UV y aparecen
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de color amarillo a elevadas concentraciones [White et al., 2010]. En la
siguiente tabla se recogen las cantidades presentes de este tipo de

compuestos en el arandano americano (tabla 4).

OH 0]

Figura 4. Estructura de los flavonoles.

Tabla 4. Contenido en flavonoles en Vaccinium macrocarpon Ait. [Bhagwat et al.; 2014].

Concentracion

Flavonol R4 R,

(mg/ 100g)
Quercetina OH H 2,20
Kaempferol H H 0,01
Mircetina OH OH 0,23

El dltimo tipo de flavonoide mayoritario presente en el arandano americano son
los flavan-3-ol. Comparten la misma estructura molecular flavonoide con los
flavonoles, pero como se muestra en la figura 5, estos pierden el grupo
carbonilo del carbono 4. En contraste con otros flavonoides, aparecen en la
naturaleza como aglicones de catequina y epicatequina, lo suficientemente
solubles para mantenerse sin glicosilacion [Cote et al.; 2010]. En la tabla se
recoge la concentraciéon de estos compuestos en una muestra de arandano

americano (tabla 5).
OH
OH

HO @)

OH

Figura 5. Estructura de los flavan-3-ol.
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Tabla 5. Contenido en flavan-3-ol en Vaccinium macrocarpon Ait. [Bhagwat et al.; 2014].

Concentracion

Flavan-3-ol R, R> R;

(mg/100g)
(+)-Catequina H H OH 0,39
(-)-Epicatequina H OH H 4.37
(-)-Epigalocatequina OH OH H 0,74
(-)-Epigalocatequina 3-galato | OH Galato H 0,39

Actualmente, hay un creciente interés los compuestos de proantocianidinas
oligoméricas (PACs). Al ser capaces de reducir las reacciones radicalarias en
el organismo, las PACs a veces son referidas como “hormona de la juventud”
[Sprygin et al., 2004]. Estos compuestos son oligobmeros normalmente
formados por 2-50 subunidades. Las subunidades (catequina, epicatequina,
epigalocatequina) se encuentran comunmente unidas via enlace simple entre
C4 y C8 o entre C4 y C6 (ambos tipo-B). Los oligdbmeros tipo B han sido
encontrados en alimentos como frutas y chocolate. Los oligdmeros tipo A son
menos comunes y poseen al menos un
enlace intermolecular entre O7 y C2,
ademas del enlace carbono-carbono
(figura 6). Este numero de enlaces se
incrementa al aumentar el grado de
polimerizacién [Feghali et al., 2012].
Las cantidades de flavan-3-ol de tipo
monomero son pequefas en
comparacién con las encontradas en
forma de oligbmero. Las
proantocianidinas diméricas tipo A son
las mas abundantes, seguidas de las
triméricas tipo A, tetraméricas tipo A y

otros polimeros de mayor peso

molecular (tabla 6).

Figura 6. Enlaces tipo A y tipo B en proantocianidinas.
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Tabla 6. Contenido en procianidinas en Vaccinium macrocarpon Ait. [White et al., 2010].

Procianidina Concentraciéon (mg/100g)
Dimero tipo A 82,6

Dimero tipo B 4.4

Trimero tipo A 30,8

Trimero tipo B 1,5

Tetramero tipo B 22,9

Pentamero tipo A 7,1

Hexamero tipo A 12,1

4.1.2 Datos de UV y MS de los compuestos identificados en Vaccinium
macrocarpon Ait.
En la tabla 7 se recogen los datos de Anax (nm) de absorcién en UV asi como el
ion quasimolecular [M-H]" (m/z) caracteristico de los constituyentes del

arandano americano.

Tabla 7. Datos de UV y MS de los principales compuestos identificados en Vaccinium
macrocarpon Ait.

COMPUESTO Amax (nm) [M-H] (m/z)  Referencias?
Vitaminas

Acido ascérbico 240 - [1], [7]
Acidos hidroxibenzoicos

Acido 3,4-dihidroxibenzoico | 259, 294 152,94 121, [7]

Acido vanilico 260, 292 166,90 [2], [7]

Acido siringico 274, 238 197,17 [2], [7]

Acido elagico 253, 366 301,21 [2], [7]

Acido galico 271 168,88 [2], [7]
Acidos hidroxicinamicos

Acido cafeoil 4-O-glucésido | 259, 294 340,12 [3], [7]

Acido p-cumarico 4-O- 310, 241 32505 2], [7]

glucésido

Acido cafeico 323, 247 178,91 121, [7]

2 [1], [Wittine et al., 2004]; [2], [Obon et al., 2011]; [3], [Regos et al., 2009]; [4], [Jungmin,
2013]; [5], [Kay et al., 2004]; [6], [Escribano-Baildn et al., 2002]; [7], [Diaz-Garcia et al.; 2013].

12
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Acido clorogénico 325,249 353,93 [2], [7]
Acido ferulico 323, 247 192,76 [2], [7]
Acido ferulico 4-O-glucésido | 291,315 354,85 [3], [7]
Acido cindmico 265 146,86 [3], [7]
Antocianinas
Cianidina 3-O-glucosido 517 447,23 [4], [5], [7]
Cianidina 3-O-galactésido 518 447,23 [4], [5], [7]
Cianidina 3-O-arabinésido 517 417,25 [4], [5], [7]
Peonidina 3-O-glucésido 518 461,26 [41, [
Peonidina 3-O-galactésido | 520 461,26 [4], [7]
Peonidina 3-O-arabindsido | 518 431,10 [41, [7]
Delfinidina 3-O-glucésido 524 463,26 [2], [6], [7]
Delfinidina 3-O-galactésido | 524 463,26 [2], [6], [7]
Flavonoles
Mircetina 3-O-arabindsido 259, 349 449,01 [3], [7]
Quercetina 3-O-glucosido 256, 353 463,32 [3], [7]
Quercetina 3-O-ramnoésido | 256, 348 447,43 [3], [7]
Kaempferol 3-O-glucésido 264, 346 447,23 [3], [7]
Monémeros de flavan-3-ol

Epigalocatequina 269 305,22 [3], [7]
Catequina 280 288,93 [3], [7]
Epicatequina 280 288,89 [3], [7]

4.2 Actividad biolégica de Vaccinium macrocarpon Ait.

Existen claras evidencias que relacionan una dieta rica en frutas y verduras con
beneficios para la salud. Estos beneficios han sido asociados con varios grupos
de compuestos como son los flavonoides y acidos fendlicos. Se va a prestar

especial atencion en la actividad antioxidante, prevencién de enfermedades

degenerativas, cardiovasculares y cancer.

Respecto a los acidos fendlicos, estos se encuentran muy relacionados con
dichos efectos, incluyendo principalmente acidos hidroxicinamicos y acidos
hidroxibenzoicos [Obdn et al., 2011]. A la vista de diversas investigaciones, el

consumo de zumos de frutas a largo plazo podria proporcionar proteccion

13
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contra la enfermedad del Alzheimer. Se piensa que este efecto podria estar
potenciado por el consumo de zumos ricos en compuestos fendlicos, como el
arandano americano [Mullen et al., 2007]. El arandano americano se encuentra
entre las frutas con mayor cantidad de antioxidantes debido a su gran
contenido en flavonoides y su abundancia en acidos fendlicos. Los extractos
ricos en estos compuestos han demostrado inhibir diversos procesos
oxidativos.

Por otra parte, los flavonoles han demostrado contar con actividad
anticancerigena, en concreto la quercetina. Entre todos los flavonoides
existentes en la naturaleza, la quercetina es uno de los mas ampliamente
estudiados debido a ser el flavonol predominante en frutas y verduras. Existen
numerosas referencias sobre la habilidad de la quercetina contra la
proliferacion de las células cancerigenas, siendo clave su papel en la apoptosis
en la actividad anticancerigena del arandano americano, propiedad que podria
estar ligada al contenido en quercetina del fruto [Neto, 2007]. Las antocianinas
también han sido relacionadas con esta propiedad, incluyendo ademas, otras
actividades biolégicas como la antioxidante, la anti-inflamatoria y la anti-
microbiana [Obdn et al., 2011]

Entre las infecciones microbianas vamos a centrarnos las del tracto urinario.
Estas son provocadas por bacterias patégenas, principalmente por Escherichia
coli, ya sea en las vias urinarias altas (rifones o uréteres) o en las vias
urinarias bajas (vejiga, uretra y prostata). Las bacterias utilizan estructuras
proteicas para adherirse a otras superficies, en concreto, se ha podido concluir
que son las proantocianidinas presentes en el zumo de arandano los
constituyentes responsables de la actividad antiadherente de E. Coli a las
células uroepiteliales de la pared del tracto urinario. Al parecer, el enlace inter-
flavano tipo A en las proantocianidinas es necesario para que estas cuenten
con actividad antiadherente contra E. Coli [Liu et al., 2008; Fernandez, 2008].

El tratamiento de la cistitis es muy importante debido a que es una afeccién
muy habitual, sobre todo entre mujeres (hasta un 60% tienen una infeccion de
este tipo en algun momento de su vida, siendo muy frecuente la reinfeccion),
de ahi la importancia de su tratamiento y prevencion [Fernandez, 2008; Jass et
al., 2009].
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 0Obtencion de extractos.

El procedimiento que se sigue para llevar a cabo la extraccién de una fuente
natural es de marcada importancia en lo que se refiere a rendimiento y
composicion del extracto obtenido (Moure et al., 2001). De aqui la necesidad
de estudiar algunas de las variables que pueden influir en los resultados, tales
como tipo de materia prima, polaridad y pH del disolvente extractor,
temperatura o la secuencia de extracciones liquido—liquido posteriores a la
primera extraccion.

Los principales productos de arandano americano que se pueden encontrar
con facilidad comercializados son: zumos, compotas, fruto desecado,
concentrados de zumo y el zumo desecado, pero no es facil adquirir fruto
fresco o congelado. En el presente TFG se ha seleccionado arandano
desecado por ser el producto menos procesado de entre los que pueden
conseguirse en cualquier supermercado (1,50 euros/ 250 g). Sin embargo, un
trabajo reciente sobre identificacion de compuestos fendlicos en arandano
procesado establece que el contenido de fenoles en extractos de arandano
desecado es el mas bajo frente a otros derivados como zumos o salsas
[Biswas et al., 2013]. El uso de metanol, etanol o mezclas acuosas de estos
alcoholes en diferentes proporciones es un procedimiento muy extendido en la
obtencién de compuestos fendlicos de diversas fuentes naturales [Sprygin et
al., 2004; Sanz et al., 2010; Sanchez-Patan et al., 2012]. Ademas, el disolvente
acetato de etilo presenta una polaridad muy apropiada para la obtencién de
compuestos de polaridad media-alta y es por ello que también queda recogido
en bibliografia su uso para la obtencion de extractos de composicion fendlica a
partir de frutas del género Rubus y Prunus [Jacobek et al., 2009]. Asi, en este
TFG se han seleccionado como disolventes para la extracciéon de arandano
desecado la mezcla MeOH/H»0 (1:1 v/v) y acetato de etilo. En concreto, se han
ensayado seis métodos de extraccion en las que se emplean estos disolventes

pero siguiendo procedimientos diferentes, ademas de otras cuatro réplicas. En
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los cuatro primeros métodos (ES-1, ES-2, ES-3 y ES-5) y sus réplicas (ES-4 y
ES-6) se comenzo6 la extraccion de la fruta con una mezcla MeOH/H20 y
después de evaporar el metanol se hicieron otras dos extracciones liquido—
liquido con dos disolventes de polaridad creciente, éter dietilico y acetato de
etilo, sucesivamente (esquema 1). La extraccion de la fase acuosa con éter
dietilico se llevé a cabo con la finalidad de retirar, previamente a la extraccién
con acetato de etilo, componentes poco polares, que no son objeto de estudio
en este trabajo. También es bien conocida la influencia que ejerce el pH en la
estabilidad de los compuestos fendlicos y es por ello que algunos métodos de
extraccion bibliograficos llevan a cabo el proceso con disolvente que contiene
una porcidén de acido [Sanchez-Patan, 2012]. Con la finalidad de estudiar el
efecto del pH en las extracciones ES, una de ellas, la extraccion ES-3 y su
réplica ES-4, se llevaron a cabo adicionando al disolvente 3 ml de acido
clorhidrico 2 M. La extraccién ES-2 esta basada en el procedimiento descrito
por Sanz et al. para extraer compuestos fendlicos de madera de cerezo [Sanz
et al., 2010]. Los procedimientos ES-1 y ES-5 y su réplica ES-6 presentan
ligeras modificaciones del método bibliografico y se comentan al final de este
apartado, en la discusién de resultados.

Por otra parte, en las extracciones EJ-1y EJ-2 y en las réplicas EJ-3 y EJ-4 el
proceso de extraccion consistio en el tratamiento sucesivo del arandano con los
dos disolventes, acetato de etilo y la mezcla MeOH/H,0, en el mismo orden que
el aumento de polaridad de ambos (esquema 2). El procedimiento EJ-2 y sus
réplicas (EJ-3 y EJ-4) estan basados en el procedimiento descrito por Jacobek
et al. [Jacobek et al., 2009]. El procedimiento EJ-1 se lleva a cabo con una
ligera diferencia al método bibliografico y se comenta al final de este apartado,
en la discusion de resultados.

Las fases acuosas que se obtuvieron en todas las extracciones (ES y EJ)
presentaban color rojizo, caracteristico de la presencia de antocianinas. Se
tomo una alicuota de cada una de ellas para su analisis mediante extraccion en
fase solida (apartado 6.1.2), siguiendo la metodologia descrita en bibliografia
para el analisis de este tipo de compuestos [Grace et al., 2014]. De este modo
se obtuvieron los extractos ES-1-SPE, ES-2-SPE, ES-3-SPE, la réplica de este
ultimo (ES-4-SPE), EJ-1-SPE y EJ-2-SPE, (esquemas 1y 2).
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Esquema 1. Método de extraccion ES.

Esquema 2. Método de extracciéon EJ.

17

e
| S—



EXTRACCION DE FLAVONOIDES DE ARANDANO ROJO

Sandra Puentenueva Murillo

Los resultados obtenidos en los seis procedimientos y cuatro réplicas, en
cuanto a rendimiento de extraccion con acetato de etilo, ademas de los
rendimientos de extraccion con MeOH/H,0 (SPE), se exponen a continuacion
(tabla 8).

Tabla 8. Rendimientos de extraccién, media y desviacion estandar de las réplicas

Método Referencia R (%) Xto R (%) Xto
ES
AcOEt SPE
ES-1 0,48 - 0,10 -
2 ES-2 0,75 - 0,06 -
ES-3 0,17 0,08
3 0,14 £ 0,04 0,11+ 0,04
ES-4 0,11 0,13
ES-5 0,17 - -
4 0,17 £ 0,00
ES-6 0,17 - -
EJ
AcOEt SPE
5 EJ-1 3,91 - 0,16 -
EJ-2 3,66 0,67 -
6 EJ-3 2,92 3,80+0,95 | - -
EJ-4 4,81 - -

Los rendimientos obtenidos en los procedimientos EJ son del orden de 25
veces superiores a los obtenidos en los procedimientos ES y no se observa
una diferencia importante entre llevar a cabo el proceso calentando a 40 °C
(EJ-1) o a temperatura ambiente (EJ-2, EJ-3 y EJ-4). En cuanto a los
procedimientos ES, tampoco se observa un mayor rendimiento al efectuar la
extraccion a 40 °C (ES-1) respecto a temperatura ambiente (ES-2). La
presencia de acido en la primera etapa de la extraccion (ES-3 y ES-4) no
supuso un aumento en el rendimiento de extraccién frente a los extractos
realizados a la misma temperatura ambiente pero sin acido (ES-2, ES-3 y ES-
4).
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5.2 Analisis de los extractos mediante HPLC-DAD.

El estudio preliminar de los diferentes extractos de acetato de etilo obtenidos a
partir de arandano americano desecado se llevd a cabo por comparacion
cualitativa de los cromatogramas de HPLC obtenidos para cada extracto. A la
vista de los perfiles cromatograficos y espectros de UV cabe destacar la
similitud observada entre los seis correspondientes a los seis extractos ES. En
la figura 7 se reproduce el cromatograma correspondiente a uno de ellos (ES-5-
AcOEt). Asi mismo, también existe similitud entre los cuatro cromatogramas
correspondientes a los extractos EJ y en la figura 8 se puede observar el
obtenido a partir de uno de ellos (EJ-4-AcOEt). Sin embargo, como se aprecia
en las figuras 7 y 8, si que se observa diferencia entre ambos tipos
cromatogramas (tipo ES y tipo EJ), obtenidos a la misma longitud de onda (280
nm). El cromatograma del extracto ES-5-AcOEt presentaba mayor numero de
compuestos y se seleccion6 este extracto y su réplica ES-6-AcOEt para seguir

el estudio de la composicidon quimica.
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Figura 7. Cromatograma HPLC del extracto ES-5-AcOEt, A = 280 nm.
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Figura 8. Cromatograma HPLC del extracto EJ-4-AcOEt, A = 280 nm.
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El cromatograma tridimensional del extracto ES-5-AcOEt, registrado a
diferentes longitudes de onda, permiti6 observar dos sefiales mayoritarias a
tiempos de retencion de 15,61 min y 27,55 min. En la figura 9 se recoge el
cromatograma HPLC-DAD.
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Figura 9. Cromatograma HPLC-DAD del extracto ES-5-AcOEt.

5.3 Fraccionamiento y purificacién de los compuestos 1y 6.

Después del estudio de los diferentes extractos de acetato de etilo mediante
HPLC, se agruparon los extractos ES-5-AcOEt y ES-6-AcOEt. Estos
presentaban igual perfil cromatografico y se habian obtenido en mayor
cantidad. Una alicuota de la mezcla de ambos extractos (ES-5,6-AcOEt, 571
mg) se sometié a una cromatografia de exclusiébn por tamafio con la fase
estacionaria Sephadex LH-20 y se obtuvieron 20 fracciones (esquema 3).
Todas las fracciones se analizaron mediante CCF (apartado 6.1.1), lo que
permitié seleccionar las fracciones 2, 3, 4, 5, 6 y 8 para su analisis mediante
HPLC. Teniendo en cuenta el peso de las fracciones y la presencia o no de un
compuesto mayoritario en su correspondiente cromatograma, se selecciono la
fraccion 4 para otra etapa de purificacion mediante HPLC semipreparativo
(apartado 6.1.1), la fraccion 5 y la agrupacion de las fracciones de la 8 a la 20

para un estudio mediante la técnica combinada HPLC-MS (apartado 6.1.4) y la
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fraccidn 7 para una caracterizacion espectroscopica mediante RMN (apartado

6.1.3). Para mayor claridad se presenta el esquema 3.

[ EXTRACTO ES-5,6-AcOEt J

Sephadex LH-20

MeOH
L Fracciones J
17
| v v ! 7 )
’ 1 | 2 ‘ ‘ 3 ‘ ‘ 4 ‘ ‘ 5 ‘ 6 ‘ ‘ 7 ‘ ’ 8-20
. J \ { ; \ J
! } ! J !
7 mg 12 mg 55mg 101mg 95mg 58mg 22mg 23mg

l

HPLC semipreparativo
v __Compuesto 6 4—@
—d
\ Compuesto 1 )

Esquema 3. Fraccionamiento del extracto ES-5,6-AcOEt.

5.4 Elucidacién estructural de los compuestos aislados 1 y 6.

La elucidacion estructural de los compuestos 1 y 6 se desarroll6 mediante la
técnica de resonancia magnética nuclear (apartado 6.1.3), utilizando tanto
espectros monodimensionales (RMN-'"H, RMN-'C, Dept-135), como
bidimensionales (HMBC).

En el espectro de RMN-'H del compuesto 1 aparecen 3 sefiales que integran
por 5 protones aromaticos, con un sistema de constantes de acoplamiento del
tipo AA'BB’C. La primera de ellas a 8,09 ppm (doblete, J = 8,5 Hz, H-2,6)
corresponde a los dos protones en posicidén orto respecto al grupo éster. La
sefal a 7,49 ppm (triplete, Jz2 = Jsg = 8,3 Hz; J34 = Js4 = 7,6 Hz; H-3,5)
corresponde con los protones en posicidn relativa meta y por ultimo la sefial a
7,63 ppm (triplete, Js3 = 7,5 Hz; J45 = 7,5Hz; H-4) se asigna al protén en

posicion relativa para. A 5,72 ppm (doblete, J = 8,1 Hz; H-1’) se encuentra la

21

e
| S—



EXTRACCION DE FLAVONOIDES DE ARANDANO ROJO

Sandra Puentenueva Murillo

sefal correspondiente al protdn anomérico, el cual podemos determinar que se
encuentra en posicién B mediante su desplazamiento quimico y su constante
de acoplamiento caracteristicos [Tedder; Nechvatal; Murray; Carnduff, 1979].
En la zona de 3,52-3,41 ppm se localizan las sefales asignables a una unidad
de azlcar (multiplete; H-2,3,4,5). En el espectro de RMN-"C se observa una
sefal correspondiente al carbono de un grupo éster a 166,79 ppm (C-7) y 4
sefales correspondientes a los carbonos de un anillo aromatico
monosustituido. La primera de ellas a 130,85 ppm (C-1) asignable al carbono
cuaternario; las senales correspondientes a los carbonos metinicos se
encuentran a 130,93 ppm (C-2,6) para la posicion relativa orto, 129,63 ppm (C-
3,5) para la posicién relativa meta y por ultimo a 134,74 ppm se encuentra la
senal del carbono en posicion relativa para (C-4). Asimismo, el espectro de
RMN-'C muestra también las sefales correspondientes a una unidad de
glucosa. La posicion de unién de la estructura se intentd determinar mediante
el experimento HMBC, pero no se encontré la correlacion correspondiente
entre el protdon anomérico y C-7. Estos datos permitieron identificar el
compuesto 1 como benzoato de 1-O-B-D-glucopiranosilo, o que se confirma
por comparacién directa de sus datos con los descritos en bibliografia [Paudel
et al.,, 2013]. Este compuesto se habia identificado previamente en Black
Raspberry (Rubus occidentalis), no asi en extractos de Vaccinium macrocarpon
u otros extractos del género Vaccinium.

Por su parte, en el espectro de RMN-"H del compuesto 6 aparecen dos sefiales
correspondientes a dos protones aromaticos a 6,20 ppm y 6,39 ppm (doblete, J
= 2,1 Hz; H-6,8), son sefales intercambiables indicativas de dos protones
aromaticos en disposicion relativa meta, con constante de acoplamiento alilica
pequefa, asignables a un anillo aromatico 1,2,3,5-tetrasustituido (anillo A). Se
observan tres sefiales mas de protones aromaticos, a 7,83 ppm (doblete, J =
2,1 Hz, H-2’), a 6,86 ppm (doblete, J = 8,5 Hz, H-5") y a 7,57 ppm (doble
doblete, J = 8,5 Hz; 2,1 Hz, H-6’). Este conjunto de sefales forman parte de un
sistema de espin ABX propio de un anillo aromatico 1,3,4-trisustituido (anillo B).
A 5,15 ppm (doblete, J = 7,9 Hz; H-1") se encuentra la sefial correspondiente al
protdon anomeérico, el cual podemos determinar que se encuentra en posicion 3

mediante su desplazamiento quimico y su contante de acoplamiento
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caracteristicos [Tedder; Nechvatal; Murray; Carnduff, 1979]. En la zona de
3,52-3,41 ppm se localizan las senales asignables a una unidad de azucar
(multiplete; H-2,3,4,5). En el espectro de RMN-'3C se observa la presencia de
una senal a 179,53 ppm correspondiente a un grupo carbonilo (C-4), ademas
de siete sefales de carbonos oxigenados cuaternarios a 135,78 ppm (C-3),
145,80 ppm (C-3’), 149,94 ppm (C-4’), 166,04 ppm (C-7), 158,81 ppm (C-2),
162,99 ppm (C-5 6 C-9) y 15843 ppm (C-9 6 C-5). Las senales
correspondientes a los carbonos 5 y 7 son intercambiables ya que no se han
encontrado correlaciones en el espectro bidimensional que permitan la
asignacion de manera inequivoca. También se observa una sefal de carbono
cuaternario aromatico a 122,87 ppm (C-1’), dos sefales correspondientes a los
carbonos metinicos a 99,88 ppm (C-6 6 C-8) y 94,72 ppm (C-6 6 C-8)
asignables al anillo A e intercambiables entre si y tres sefiales a 122,92 ppm
(C-6’), 117,76 ppm (C-5’) y 116,08 ppm (C-2’) asignables a los carbonos
metinicos del anillo B. Asimismo, el espectro de RMN-"C muestra también las
sefales correspondientes a una unidad de glucosa. La posicion de union de la
estructura se determiné6 mediante el experimento HMBC, encontrandose la
correlacion correspondiente entre el protén anomérico (H-1") y el carbono 3 del
anillo C. Estos datos espectroscopicos permitieron identificar el compuesto 6
como quercetina 3-O-glucdsido, lo que se confirma por comparacién directa
de sus datos con los descritos en bibliografia [Paudel et al., 2013]. Este
compuesto habia sido identificado previamente en extractos de Vaccinium
macrocarpon, asi como en otros extractos del genero Vaccinium [Neto, 2007];
[Diaz-Garcia et al.; 2013].

5.5 Estudio de los extractos de arandano rojo mediante HPLC-MS.

Tal y como se ha comentado en el apartado anterior, la fraccion 5 y la
agrupacion de las fracciones de la 8 a la 20 se han estudiado mediante la
técnica combinada HPLC-MS, ademas también se ha estudiado con esta
técnica el extracto rico en antocianinas, ES-1-SPE (apartado 5.1, esquema 1).
En las tablas 15, 16 y 17 (apartado 6.2.6) se recogen los iones

quasimoleculares [M-1] ~ y [M+1]", asi como iones correspondientes aductos,
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en modo negativo y en modo positivo, y algunos de los fragmentos observados.
A continuaciéon se muestran los cromatogramas generados en cada una de las
fracciones estudiadas (figuras 10 y 11), asi como el ion extracted
chromatogram (figura 12) correspondiente al extracto ES-1-SPE. La tabla 9
presenta los compuestos identificados, junto con el tiempo de retencion (tr) y el

ion quasimoleular [M-H].

Intens. | 14070405.D: TIC -All MS
x106 3 7
] 6
57
] 3
4 5 8,9 10
3 2 11
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1 4a 4b
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Figura 10. Cromatograma HPLC-MS de la fraccion 5, A=280nm.

Intens.
x106 3 6,12

57

4_: 13a 13b 13c

3
] 14

2 rd

04
I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T
0 5 10 15 20 25 30 Time [min]

Figura 11. Cromatograma HPLC-MS de la fraccion 8, A=280nm.
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Figura 12. lon extracted chromatogram del extracto ES-1-SPE.

Tabla 9. Informacion del espectro de masas e identificacion.
tr

[M+H]

T T
35 Time [min]

N° (min) Compuesto (mi2) Referencias®
1 10,7 benzoato de 1-O-B-D-glucopiranosilo  282,7  [1]

2 12,2 acido p-cumarico 4-0O-glucdésido 324,7 [2], [3]

3 13,1 acido cafeoilquinico 352,7 [2], [3]

4a (15,7 acido p-cumaroilquinico (isémero) 336,7 [2], [3]

4b | 16,5 acido p-cumaroilquinico (isomero) 336,8 [2], [3]

5 20,8 Desconocido 534,8

6 21,4 quercetina 3-O- glucdosido 462,7  [1], [2], [3]

7 21,8 Desconocido 536,8 -

8 23,9 quercetina 3-O-ramndsido 446,7 [2], [3]

3 [1], [Paudel et al., 2013]; [2], [Regos et al., 2009]; [3], [Diaz-Garcia et al.;
20077]; [5], [White et al., 2010]; [6], [Grace et al., 2014].
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9 23,9 quercetina 3-O-glucurdnido 476,7  [2], [3]
10 |244 siringetina 3-O-glucdsdio 506,7 [6]
11 |271 glycitina 44477  [4]
12 | 21,3 proantocianidina A2 574,7 [5], [6]

13a [ 22,5 quercetina 3-O-arabindsido (isébmero) 423,7  [2], [3]
13b | 22,9 quercetina 3-O-arabindsido (isobmero) 423,7  [2], [3]

13c | 23,2 quercetina 3-O-arabindsido (isémero) 423,7  [2], [3]

14 (23,8 metoxiquercetina 3-O-xilésido 446,7 [9]
15 (15,3 cianidina 3-O-arabindsido 448,9 [3]
16 (164 cianidina 3-O-galactdésido 418,9 [3]
17 (17,0 peonidina 3-O-galactosido 463,0 [3]

Esta informacién ha sido suficiente para poder identificar, en primer lugar, tres
acidos hidroxicinamicos: acido p-cumarico 4-O-glucosido (2), &acido
cafeoilquinico (3) y dos isomeros del acido p-cumaroilquinico (4a y 4b). En
segundo lugar, nueve flavonoides, entre los cuales se encuentran cinco
flavonoles, quercetina 3-O-ramnésido (8), quercetina 3-O-glucuronido (9), tres
isbmeros de quercetina 3-O-arabindsido (13a, 13b y 13c), siringetina 3-O-
glucésido (10) y metoxiquercetina 3-O-xilésido (14), una isoflavona, glycitina
(11) y tres antocianinas: cianidina 3-O-arabindsido (15), cianidina 3-O-
galactosido (16) y peonidina 3-O-galactésido (17). También se identifico una
proantocianidina tipo A (12).

Todos ellos, a excepcion de los compuestos 10 y 11, habian sido identificados
previamente en extractos Vaccinium macrocarpon Ait. Tanto el compuesto 10
como el 11 han sido identificados en otros extractos del género Vaccinium, en
concreto, en Vaccinium uliginosum [Wang et al., 2014] y Vaccinium myrtillus
[Amakura et al., 2011], respectivamente. En la figura 13 se recogen las
estructuras de los compuestos identificados tentativamente mediante HPLC-
MS.
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Figura 13. Compuestos identificados tentativamente mediante HPLC-MS en arandano rojo
desecado (ES-5,6-AcOEt).
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12
Figura 13. (Continuacion). Compuestos identificados tentativamente mediante HPLC-MS en

arandano rojo desecado (ES-5,6-AcOEt).

6. MATERIAL Y METODOS.

6.1 Técnicas generales e instrumentacion.

6.1.1 Técnicas cromatograficas (CCF, CC Y HPLC)
Cromatografia en capa fina (CCF)

Se utilizan cromatofolios comerciales Merck 60 F,s54 de 0,25 mm de espesor de
gel de silice como fase estacionaria y soporte de aluminio. Como fase movil se
emplea una mezcla de diclorometano/etanol (96%)/ acido acético en proporcion
8:2:0,2 (v/vlv). Las manchas se observan mediante el empleo de una lampara
de luz UV a una longitud de onda de 254 nm.

Cromatografia en columna (CC)

Se utiliza una columna de 4 cm de diametro rellena hasta 15 cm de altura con
la fase estacionaria. Esta se prepara mezclando Sephadex LH-20 con el
humectante adecuado, MeOH en nuestro caso. La muestra se introduce,
disuelta en la minima cantidad de MeOH necesaria, por la parte superior de la
columna con ayuda de una pipeta. La elucion de los componentes se lleva a
cabo anadiendo volumenes sucesivos de MeOH hasta que casi la totalidad de
la muestra es recuperada. Se recogieron distintas fracciones de 50 ml de

volumen, que se llevaron a sequedad eliminando el disolvente, a presion
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reducida y temperatura inferior a 40°C. Cada fraccidén se analiza mediante CCF
y cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).

Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

Equipo 1. Cromatégrafo que cuenta con bomba cuaternaria Waters 600E,
desgasificador con He, inyector manual Reoodyne 7725, columna analitica de
fase reversa C 18 Water Spherisorb® ODS2 (3 x 125 mm, 5um), celda de
deteccidon de 10 mm de paso 6ptico, detector de diodos en serie Waters 2996
Photodiode Array Detector (DAD), colector de fracciones Waters Fraction
Collector y controlador Waters 600 Controller.

Cromatografia de liguidos de alta resolucidon semipreparativa (HPLC

semipreparativo)

Equipo 1 modificado con una columna semipreparativa de fase reversa C 18
Water Spherisorb® S5 ODS2 (10 x 250 mm, 5um) y celda de deteccién de 10

mm de paso optico.

6.1.2 Extraccion en fase solida (SPE)

Se utilizan cartuchos de extraccion en fase solida Bond Elut C18 (Agilent
Technologies) de 500mg de fase estacionaria y 6 ml de capacidad. La filtracién
se lleva a cabo empelando vacio. Antes de pasar la muestra, el cartucho se
activa con MeOH (10 ml) y a continuacion con HCI acuoso al 0,01% (10 ml).
Entonces la muestra se pasa por el cartucho y después se afade, en este
orden, (a) agua acidulada con HCI al 0,01% (10 ml), (b) AcOEt (10 ml) y (c)
MeOH acidulado con HCI al 0,01% (10 ml) [Logos, 2005; Grace et al., 2014].

6.1.3 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).
Se realizan espectros monodimensionales RMN-"H, RMN-'*C, DEPT-135 y
bidimensionales (HMBC); en un espectrometro Bruker DPX 400 a una
frecuencia de 400MHz. Como disolvente y referencia interna se utiliz6 CD5;0D,
ajustandose la escala con el pico central del quintuplete a 3,30 ppm para el
caso de RMN-"H y con el pico central del heptuplete a 49,00 ppm para el RMN-
3C. EI DEPT-135 se utiliza para determinar el grado de sustituciéon de los
distintos atomos de carbono. Los desplazamientos quimicos se encuentran

expresan en partes por millon (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en
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hertzios (Hz). La multiplicidad de las sefales se describe segun la
nomenclatura convencional: s (singlete), d (doblete), dd (doble doblete), t
(triplete), m (multiplete). La muestra se prepara en disolucion, previamente
filtrada, en un tubo de RMN.

6.1.4 Técnica combinada (HPLC- MS)
Esta técnica se ha desarrollado en un equipo que combina los equipos 2 y 3.
Equipo 2. Cromatoégrafo que consta de bomba cuaternaria Agilent 1100
Series, desgasificador a vacio, inyector automatico Agilent 1100 Series,
columna analitica de fase reversa C 18 Kinetex® (50 x 2,10 mm, 2,6 pm),
detector de diodos en serie Agilent 1100 Series (DAD) y controlador Agilent
1100 Series.
Equipo 3. Espectrometro de masas Esquire 6000 de Bruker Daltonics, con
fuente de ionizacion a presion atmosférica, electrospray (ESI), y con trampa de
iones como analizador. La fuente de ionizacién ESI se utiliza en modo negativo
y positivo, con los siguientes parametros de trabajo: Capillary voltaje: 4 kV, Cap
exit: -100 V, Skimmer: -40 V, Trap Drive: 70; Nebulizer: 50 psi, Dry Gass: 10
L/min, Dry Temp: 350 °C; 50-1000 m/z.

6.2 Estudio de la composicién quimica de extractos de arandano rojo.

6.2.1 Procesado del fruto.
El arandano rojo desecado (Vaccinium macrocarpon Ait.) objeto de estudio del

presente TFG esta comercializado por el grupo “SoyVital” (www.soyvital.es) y

es de origen canadiense (segun se recoge en el envoltorio). Se adquieren 700
g de bayas de aproximadamente 1 cm de diametro y se congelan a -20 °C
hasta su procesado. Este consiste en triturar la fruta congelada con ayuda de

un molinillo eléctrico justo antes de su extraccion.

6.2.2 Obtencion de extractos.
Se han llevado a cabo 6 procesos de extraccion de arandano rojo desecado, 4
de ellos estan basados, con ligeras modificaciones, en el procedimiento
experimental descrito en bibliografia para extraer compuestos fendlicos de

madera de cerezo (Sanz et al., 2010) y otros 2 se basan, con ligeras
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modificaciones, en el procedimiento experimental descrito en bibliografia para
extraer compuestos fendlicos de los frutos de diferentes especies de Rubus y
Prunus (Jacobek et al., 2009). También se han realizado réplicas de algunos de
los métodos de extraccidn, hasta un total de 4 réplicas.

Las extracciones basadas en el método descrito por Sanz se referencian con
las letras ES (esquema 1, apartado 5.1) y las extracciones basadas en el
método descrito por Jacobek et al. se referencian con las letras EJ (esquema 2,
apartado 5.1).

Extracciéon ES-1.

En un matraz erlenmeyer de 250 ml provisto de agitacion y refrigerante de
reflujo se pone una muestra de arandano triturado (20,74 g) y se extrae durante
2 h a 40 °C con 100 ml de una mezcla MeOH/agua (1:1, v/v). Los extractos se
filtran a vacio con un embudo Buchner y después se elimina el metanol, a
presion reducida, a temperatura inferior a 40°C. La solucién acuosa resultante
se extrae sucesivamente con éter dietilico (2 x 25 ml) y acetato de etilo (2 x 25
ml). Ambas fases organicas se lavan con salmuera (25 ml), se secan sobre
Na SO, anhidro, se filtran y se llevan a sequedad eliminando el disolvente, a
presion reducida, a una temperatura inferior a 40 °C. Asi se obtienen los
correspondientes extractos de Et,O: ES-1-éter (27 mg) y AcOEt: ES-1-AcOEt
(96 mq). La fase acuosa, después de ser extraida con éter dietilico y acetato de
etilo se somete a vacio para retirar las trazas de disolvente organico. Una
alicuota (30 ml) de la fase acuosa se pasa a través de un cartucho de
extraccion en fase solida (SPE, apartado 6.1.2), se lleva a sequedad y se
obtienen 20 mg del extracto ES-1-SPE.

Extraccién ES-2.

En un matraz erlenmeyer de 250 ml provisto de agitacion se pone una muestra
de arandano triturado (21,97 g) y se extrae durante 24 h a temperatura
ambiente con 100 ml de una mezcla MeOH/agua (1:1, v/v). Los extractos se
filtran a vacio con un embudo Blchner y después se elimina el metanol, a
presion reducida, a temperatura inferior a 40°C. La solucién acuosa resultante
se extrae sucesivamente con éter dietilico (2 x 25 ml) y acetato de etilo (2 x 25
ml). Ambas fases organicas se lavan con salmuera (25 ml), se secan sobre

Na,SO,4 anhidro, se filtran y se llevan a sequedad eliminando el disolvente, a
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presion reducida, a una temperatura inferior a 40 °C. Asi se obtienen los
correspondientes extractos de Et,O: ES-2-éter (19 mg) y AcOEt: ES-2-AcOEt
(149 mg). La fase acuosa, después de ser extraida con éter dietilico y acetato
de etilo se somete a vacio para retirar las trazas de disolvente organico. Una
alicuota (30 ml) de la fase acuosa se pasa a través de un cartucho de
extraccion en fase solida (SPE, apartado 6.1.2), se lleva a sequedad y se
obtienen 33 mg del extracto ES-2-SPE.

Extraccion ES-3

En un matraz erlenmeyer de 250 ml provisto de agitacion se pone una muestra
de arandano triturado (19,72 g) y se extrae durante 24 h a temperatura
ambiente con 100 ml de una mezcla MeOH/agua (1:1, v/v) acidulada con 3 ml
de HCI 2M. Los extractos se filtran a vacio con un embudo Blichner y después
se elimina el metanol, a presion reducida, a temperatura inferior a 40°C. La
solucidén acuosa resultante se extrae sucesivamente con éter dietilico (2 x 25
ml) y acetato de etilo (2 x 25 ml). Ambas fases organicas se lavan con
salmuera (25 ml), se secan sobre Na,SO, anhidro, se filiran y se llevan a
sequedad eliminando el disolvente, a presion reducida, a una temperatura
inferior a 40 °C. Asi se obtienen los correspondientes extractos de Et,O: ES-3-
éter (33 mg) y AcOEt: ES-3-AcOEt (34 mg). La fase acuosa, después de ser
extraida con éter dietilico y acetato de etilo se somete a vacio para retirar las
trazas de disolvente organico. Una alicuota (30 ml) de la fase acuosa se pasa a
través de un cartucho de extraccion en fase solida (SPE, apartado 6.1.2), se
lleva a sequedad y se obtienen 15 mg del extracto ES-3-SPE.

Extraccion ES-4.

Esta extraccion es una réplica de la ES-3. Partiendo de 19,73 g de arandano se
obtienen los correspondientes extractos de Et,O: ES-4-éter (17 mg) y AcOEt:
ES-4-AcOEt (21 mg), asi como 25 mg del extracto ES-4-SPE.

Extraccion ES-5

En un matraz erlenmeyer de 1000 ml provisto de agitacibn se pone una
muestra de arandano triturado (201,03 g) y se extrae durante 24 h a
temperatura ambiente con 800 ml de una mezcla MeOH/agua (1:1, v/v)
acidulada con 3 ml de HCI 2M. Los extractos se filtran a vacio con un embudo

Buchner y después se elimina el metanol, a presion reducida, a temperatura
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inferior a 40°C. La solucion acuosa resultante se extrae sucesivamente con éter
dietilico (4 x 100 ml) y acetato de etilo (4 x 100 ml). Ambas fases organicas se
lavan con salmuera (100 ml), se secan sobre Na,SO, anhidro, se filtran y se
llevan a sequedad eliminando el disolvente, a presidn reducida, a una
temperatura inferior a 40 °C. Asi se obtienen los correspondientes extractos de
Et,O: ES-5-éter (312 mg) y AcOEt: ES-5-AcOEt (335 mg).

Extraccion ES-6

Esta extraccion es una réplica de la extraccion ES-5. Partiendo de 255,97 g de
arandano se obtienen los correspondientes extractos de Et,O: ES-6-éter (586
mg) y AcOEt: ES-4-AcOEt (428 mg).

Extracciéon EJ-1

En un matraz erlenmeyer de 250 ml provisto de agitacion y refrigerante de
reflujo se pone una muestra de arandano triturado (20,66 g) y se extrae durante
2 h a 40 °C con 100 ml de acetato de etilo. Los extractos se filtran a vacio con
un embudo Blchner y se llevan a sequedad eliminando el disolvente, a presion
reducida, a una temperatura inferior a 40 °C, obteniéndose el correspondiente
extracto de AcOEt: EJ-1-AcOEt (807 mg). El fruto se vuelve a extraer con 100
ml de una mezcla MeOH/agua (1:1, v/v) acidulada con 3 ml de HCI 2M,
durante 1 h a temperatura ambiente. El extracto se filtra a vacio con un embudo
Blchner y después se elimina el metanol, a presion reducida, a temperatura
inferior a 40°C. Una alicuota (30 ml) de la fase acuosa se pasa a través de un
cartucho de extraccion en fase solida (SPE, apartado 6.1.2), se lleva a
sequedad y se obtienen 33 mg del extracto EJ-1-SPE.

Método de extraccion EJ-2.

En un matraz erlenmeyer de 250 ml provisto de agitacion se pone una muestra
de arandano triturado (20,01 g) y se extrae durante 24 h a temperatura
ambiente con 100 ml de acetato de etilo. Los extractos se filtran a vacio con un
embudo Buchner y se llevan a sequedad eliminando el disolvente, a presion
reducida, a una temperatura inferior a 40 °C, obteniéndose el correspondiente
extracto de AcOEt: EJ-2-AcOEt (733 mg). El fruto se vuelve a extraer con 100
ml de una mezcla MeOH/agua (1:1, v/v) acidulada con 3 ml de HCI 2M,
durante 1 h a temperatura ambiente. El extracto se filtra a vacio con un embudo

Buchner y después se elimina el metanol, a presion reducida, a temperatura
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inferior a 40°C. Una alicuota (30 ml) de la fase acuosa se pasa a través de un
cartucho de extraccion en fase soélida (SPE, apartado 6.1.2), se lleva a
sequedad y se obtienen 134 mg del extracto EJ-2-SPE.

Extracciéon EJ-3 y extraccion EJ-4.

Estas dos extracciones son réplicas de la extraccion EJ-2. Partiendo de 20,63 g
y 19,89 g de arandano para EJ-3 y EJ-4 respectivamente, se obtienen los
correspondientes extractos: EJ-3-AcOEt (602 mg) y EJ-4-AcOEt (957 mg).

6.2.3 Andlisis de los extractos por HPLC-DAD.
Todos los extractos de AcOEt obtenidos a partir de arandano rojo desecado
(apartado 6.2.2) se analizan mediante HPLC analitico (equipo 1). Se preparan
disoluciones de los extractos en MeOH a una concentracion de 10 mg/ml, se
filtran a través de filtros de politetrafluoroetileno (PTFE) de 13 mm de diametro
y 0.45 um de tamafo de poro y se inyecta en el equipo un volumen de 10 pl de
cada muestra. Se emplea un método de elucidén en gradiente (método ACN)
con agua milliQ acidificada al 0,2% con AcOH (canal B) y acetonitrilo con un
0,2% de AcOH (canal C), a un flujo de 0,7 ml/min. EI método ACN consiste en
un aumento lineal de 0 a 20% de C en 22 min, seguido de un segundo aumento
lineal de 20 a 22,5% de C en 0,80 min, se mantiene durante 5,2 min a 22,5%
de C y por ultimo un tercer aumento lineal en 8 min de 22,5 a 25% de C, para
finalizar volviendo a las condiciones iniciales, de 0% de C en 4 min (Monagas
et al., 2007). La duracion total del analisis es de 40 min, ademas del tiempo
necesario para la estabilizacion de la presién del sistema. Un analisis
representativo de las extracciones ES y EJ son los que se recogen en la tablas

siguientes.

Tabla 10. Informacion de los tiempos de retencion y espectros de UV-Vis de los compuestos

presentes en el extracto EJ-1-AcOEt.

Compuesto tr (min) Amax (nm)  Compuesto tg (min) Amax (Nm)
1 7,72 284 7 22,23 220, 310
2 16,27 232 8 24,10 217, 289
3 16,77 - 9 28,49 219, 310
4 18,14 216, 311 10 31,80 220, 267
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19,79 217,277 11 34,1 219, 335
21,37 230

Tabla 11. Informacion de los tiempos de retencion y espectros de UV-Vis de los compuestos

presentes en el extracto ES-5- AcOE®t.

Compuesto tg (min) Amax (hm)  Compuesto tg (min) Amax. (hm)
1 6,84 279 12 26,30 262, 356
2 7,20 284 13 27,25 297

3 16,00 233 14 27,47 311

4 16,58 261 15 28,16 269

5 17,95 316 16 28,50 255, 354
6 18,52 325 17 28,50 312

7 21,16 228 18 29,65 256, 357
8 22,07 309 19 30,33 257, 353
9 24,00 289 20 30,75 254, 347
10 24,27 271 21 34,09 218, 316
11 25,10 327

6.2.4 Fraccionamiento de los extractos ES-5-AcOEt y ES-6-AcOEt.
Los extractos ES-5-AcOEt y ES-6-AcOEt se han agrupado para llevar a cabo
su fraccionamiento y a partir de aqui esta agrupacion se nombrara extracto ES-
5,6-AcOEt. Una alicuota del extracto ES-5,6-AcOEt (571 mg) se cromatografia
en una columna de 4 cm de diametro rellena hasta 15 cm de altura con
Sephadex LH-20 como fase estacionaria y humectada con MeOH. La muestra
(571 mg) se introduce, disuelta en 5 ml de MeOH por la parte superior de la
columna con ayuda de una pipeta. La elucion se lleva a cabo MeOH (1000 ml).
Se recogen 20 fracciones de 50 ml cada una, las cuales se llevan a sequedad
evaporando el disolvente a presion reducida en un rotavapor, a temperatura
inferior a 40°C. Por diferencia de pesada se determina la cantidad de extracto
en cada una de ellas (tabla 12). Todas las fracciones se analizan mediante
CCF (apartado 6.1.1) y las fracciones 2, 3, 4, 5, 6 y 8 mediante HPLC analitico
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(apartados 6.1.1 y 6.2.3). En la siguiente tabla se recogen las cantidades

obtenidas en cada una de las fracciones.

Tabla 12. Fraccionamiento del extracto ES-5,6-AcOEt y cantidades obtenidas en mg.

Fraccion Masa (mg) Fraccion Masa (mg)
1 7 11 7
2 12 12 5
3 55 13 6
4 101 14 2
5 95 15 6
6 58 16 4
7 22 17 10
8 11 18 2
9 19
10 20 2

6.2.5. Purificacion y caracterizacion estructural de los compuestos

aislados.
La fraccion 4 (101 mg, apartado 6.2.4) se cromatografia en HPLC
semipreparativo (equipo 1). La muestra se disuelve en MeOH a una
concentracion de 100 mg/ml, se filtra a través de filtros de politetrafluoroetileno
(PTFE) de 13 mm de diametro y 0.45 um de tamano de poro y se inyectan en el
equipo volumenes de entre 100 y 200 pl. Se emplea un método de elucién en
gradiente (método 5ACPR) con agua milliQ acidificada al 0,2% con AcOH
(canal B) y acetonitrilo con un 0,2% de AcOH (canal C), a un flujo de 5 ml/min.
El método consiste en el aumento lineal de 10 a 25% de C en 40 min y se
recoge el pico que eluye entre 9.7 y 10.2 minutos. Esta fraccién se lleva a
sequedad eliminando el disolvente, a presion reducida, a una temperatura
inferior a 40 °C y se obtienen 12 mg de un compuesto puro 1.
El compuesto 1 se analiza mediante HPLC analitico (equipo 1 y método ACN) y

RMN, los datos obtenidos se exponen a continuacion (figura 14, tabla 13).
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Figura 14. Estructura de benzoato de 1-O-3-D-glucopiranosilo (1)

Tabla 13. Datos de RMN-'H, RMN-"C y RMN-2D (HMBC) en CD;OD.

benzoato de 1-O-B-D-glucopiranosilo

Posicién | 'H(5enppm,JenHz) "“C HMBC
1 - 130,85 -
2 8,09 (d, J23= 8,5) 130,93 166,79; 134,74; 130,85;
129,63
3 7,49 (t, J32=8,3; J34=7,6) 129,63 134,74; 130,93; 130,85
4 7,63 (t, Ja3=7,5;Ja5=7,5) 134,74 130,93
5 7,49 (t, Js4=7,6; J56=8,3) 129,63 134,74; 130,93; 130,85
6 8,09 (d, Js 5= 8,5) 130,93 166,79; 134,74; 130,85;
129,63
7 - 166,79 -
1’ 5,72 (d, Jv 2 =8,1) 96,32 -
2’ 3,52-3,41 (m) 74,08 -
3 3,52-3,41 (m) 78,12 -
& 3,52-3,41 (m) 71,10 -
5’ 3,52-3,41 (m) 78,95 -
6’a 3,85 (dd, Jeaep = 12,20; 62,34 71,10
J63,5' = 2,07)
6’b 3,70 (dd, Jeae0 =12,20; 62,34 71,10
Jas = 4,76 )

La fraccion 7 (22 mg, apartado 6.2.4) presenta un compuesto mayoritario (6) en
su analisis mediante HPLC analitico (equipo 1 y método ACN). Se lleva a cabo
un estudio mediante RMN para la caracterizacién de dicho compuesto 6 (figura
15, tabla 14).
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Figura 15. Estructura de quercetina 3-O-glucésido (6)

quercetina 3-O-glucésido

Posicion

1 13
(Anillo) H (6 en ppm, J en Hz) C HMBC
1 (C) - - -
2 (C) - 158,81 -
3 (C) - 135,78 -
4 (C) - 179,53 -
5 (A) - 162,99# -
i . 166,04: 162,99:
6 (A) 6,20 (s, J*g6=2,1) 99,88 105.42. 94 72
7 (A) - 166,04 -
qn . 166,04: 158,43,
8 (A) 6,39 (s, J*s6=2,1) 94,72 105.42. 99 88
9 (A) - 158,43# -
10 (A) - 105,42 -
1’ (B) - 122,87 -
, s 149,94: 122,95;
2’ (B) 7,83 (s, ' 26=2,1) 116,08 12287
3’ (B) - 145,80 i
4’ (B) - 149,94 -
5’ (B) 6,86 (d, Js ¢ =8,5) 117,76 145,80: 122,87
, 7,57 (d, Jo 5 =8,5;
6’ (B) Fyp=24) 122,95 149,94
17 5,15 (d, J1» 2 =7,9) 99.88 135,78
2” 3,66-3,47 (m) 73,18 -
( |
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37 3,66-3,47 (m) 75,10 -
4” 3,66-3,47 (m) 70,02 -
5" 3,66-3,47 (m) 77,17 .
6”a 3,85-3,73 (M) 61,04 -
6”b 3,85-3,73 (M) 61,04 -

*Sefales intercambiables # Senales intercambiables

6.2.6 Estudio de los extractos de ardndano rojo mediante HPLC-MS
La fraccion 5 y la agrupacion de fracciones de la 8 a la 20 (apartado 6.2.4) se
estudian mediante la técnica combinada HPLC-MS (apartado 6.1.4). Una
alicuota de cada muestra se disuelve en MeOH a una concentracion de 1
mg/ml, se filtra a través de filtros de PTFE de 13 mm de diametro y 0.45 um de
tamafo de poro y se inyectan en el equipo volumenes de 2 yl. El método de
elucién empleado (método de elucidén ACN) es el mismo que se programa para
el andlisis de los extractos mediante HPLC analitico (apartado 6.2.3) vy
trabajando con un flujo de 0.25 ml/min. También se ha estudiado mediante la
técnica HPLC-MS el extracto ES-1-SPE (apartado 6.2.2). La informacion

obtenida se recoge en las tablas 15, 16 y 17 respectivamente.

Tabla 15. Informacién de los tiempos de retencién y espectros de masas de los compuestos

presentes en la fraccién 5 de los extractos ES-5,6-AcOEt.

tr [M-H] MS/MS de  [M+H]"
Compuesto Aductos Aductos
(min)  (Mm/z) [M-H] (m/z) (m/z)
307
1 10,7 2827 - 120,7 - .
[M+Na]
349
2 12,2 3247 ) 162,5 - .
[M+Na]
706,8
3 13,1 352,7 190,6 354,9
[2M-H]
4a 15,7 336,7 - 190,6 - -
4b 16,5 336,8 - 190,6 - -
1072,8 561
5 20,8 534,8 - - .
[2M-H] [M+Na]
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10

11

21,4

21,8

23,9
23,9

24,4

27,1

462,7

536,8

446,7

476,7

506,7

444.7

926,7

[2M-H]

1074,9

[2M-HT

894,8

[2M-H]

476,7
1014,8

[2M-H]

2997

299,6

272,2

464.4

508,9

446,9

561
[M+Na]*

468,9
[M+Na]*

Tabla 16. Informacion de los tiempos de retencion y espectros de masas de los compuestos

presentes en la agrupacion 8-20 de los extractos ES-5,6-AcOEt.

tr [M-H] MS/MS de  [M+H]"
Compuesto Aductos Aductos
(min) (m/z) [M-H] (m/z) (m/z)
12 21,3 574,7 - - -
866,7
13a 22,5 423,7 299,7 -
[2M-H]
866,7
13b 22,9 423,7 299,7 -
[2M-H]
866,7
13c 23,2 423,7 299,7 -
[2M-H]
14 23,8 446,7 - 285 -

Tabla 17. Informacion de los tiempos de retencion y espectros de masas de los compuestos

presentes en la fase acuosa ES-1-SPE.

tr [M-H] MS/MS de  [M+H]"
Compuesto Aductos Aductos
(min)  (m/z) [M-H] (m/z) (m/z)
15 15,3 - 286,9 448,9
16 16,4 - 286,9 418,9
17 17,0 - 301,0 463,0

e
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7. CONCLUSIONES.

Primera. El proceso de extraccion de arandano rojo desecado (Vaccinium
macrocarpon Ait.) se ha ensayado bajo diferentes condiciones, llevandose a
cabo hasta seis procedimientos diferentes. De los resultados obtenidos se
pueden destacar las siguientes conclusiones: (a) el aumento de la temperatura
de extraccion de temperatura ambiente a 40 °C no supuso un aumento en el
rendimiento, (b) la adicién de acido al disolvente de extraccién tampoco supuso
un aumento en el rendimiento y (c) el extracto de acetato de etilo obtenido
directamente de la fruta condujo a los extractos con mayores rendimientos
(2.2%-4.8%).

Segunda. Los perfiles cromatograficos de dos extractos de acetato de etilo,
obtenido uno mediante extraccion liquido-liquido a partir de un extracto
hidroalcoholico y otro mediante extraccion directa, son diferentes. El primero de
ellos mostraba un mayor numero de compuestos, destacando dos de ellos
como componentes mayoritarios.

Tercera. El fraccionamiento y purificacién de un extracto de acetato de etilo de
arandano rojo desecado mediante cromatografia de exclusion por tamano vy
cromatografia liquida de alta resolucion semipreparativa ha permitido el
aislamiento y posterior identificacion estructural de los dos componentes
mayoritarios del extracto: benzoato de benzoato de 1-O-B-D-glucopiranosilo (1)
y quercetina 3-O- glucésido (6).

Cuarta. El estudio de dos fracciones del extracto de acetato de etilo mediante
la técnica combinada HPLC-MS ha permitido proponer la identificacion de diez
componentes mas de arandano, tres acidos hidroxicinamicos: acido p-cumarico
4-O-glucésido (2), acido cafeoilquinico (3) y dos isdmeros del &acido p-
cumaroilquinico (4a y 4b), seis flavonoles: quercetina 3-O-ramnoésido (8),
quercetina 3-O-glucurdnido (9), siringetina 3-O-glucdsido (10), tres isbmeros de
quercetina 3-O-arabinésido (13a, 13b y 13c), metoxiquercetina 3-O-xilésido
(14), una isoflavona: glycitina (11), asi como una proantocianidina tipo A (12).
Quinta. El estudio mediante la técnica combinada HPLC-MS de un extracto

acuoso purificado por extraccion en fase solida ha permitido proponer la
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identificacion de tres antocianinas: cianidina 3-O-arabindsido (15), cianidina 3-
O-galactosido (16) y peonidina 3-O-galactésido (17).

Sexta. Los compuestos 10 y 11 no se habian identificado previamente en
extractos de Vaccinium macrocarpon Ait., aunque si en otros extractos del
género Vaccinium. El compuesto 1 no ha sido identificado previamente en

extractos del género Vaccinium.
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