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Resumen. En el mercado podemos encontrar zumos de frutas rojas, como el mirtilo, que destacan por
las propiedades funcionales aportadas por los polifenoles. Este trabajo presenta un método de andlisis
por HPLC de los polifenoles de zumos como alternativa al método IFU n° 71 empleado para
antocianos (CODEX STAN 247-2005). El método propuesto utiliza una columna de alta resolucion de
1,8 micras y fases moviles con acido trifluoroacético 0,5% en sustitucion del dcido formico 10%. Dicho
método logra separar e identificar 29 polifenoles del mirtilo en 28 minutos. Para la industria de zumos
esta identificacion es importante para autentificar y evitar adulteraciones en los zumos de frutas.

1 Introduccion

El fruto del mirtilo (Vaccinium myrtillus L.)
pertenece a la Familia de las Ericaceas, especie nativa
de los Estados Unidos. Crece como un pequefio
arbusto caducifolio de ramas lefiosas y hojas ovales
con borde aserrado, las flores tienen la corola de
color rosado y los frutos son bayas redondeadas de
color negro azulado. Su consistencia es suave,
contiene pequefias semillas y su sabor es astringente.

Actualmente podemos encontrar en el mercado
zumos de frutas rojas con propiedades antioxidantes
que utilizan mirtilo. Estos zumos suman a sus
propiedades nutritivas las funcionales aportadas por
los polifenoles que en concreto para los zumos de
frutas rojas, mayoritariamente consumidos, son los
antocianos. El contenido de antocianos del mirtilo es
uno de los mayores encontrados en las frutas rojas,
teniendo una gran variedad en su composicion. El
consumo de estos zumos aporta beneficios para la
salud. Entre los numerosos efectos saludables de los
polifenoles, la Asociacion de la Industria de Zumos y
Néctares de Frutas y Vegetales de la Unién Europea
(AIIN) les atribuye dicho efecto beneficioso frente a
diversas enfermedades como las cardiovasculares,
diversos tipos de cancer y enfermedades
neurodegenerativas [1].

Los polifenoles son constituyentes bioactivos no
nutricionales de los alimentos de origen vegetal, y
constituyen un conjunto heterogéneo de moléculas
que poseen en su estructura varios grupos fenolicos.
Estos compuestos pueden clasificarse entre: acidos
fendlicos, flavonoides, estilbenos y lignanos, en
funcion del ntmero de anillos fenolicos que
contienen y los elementos estructurales que unen
unos anillos con otros [2].

La identificacion y cuantificacion de los polifenoles
se realiza habitualmente por métodos de HPLC.
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El método IFU n°® 71 se emplea para el andlisis de
antocianinas y utiliza deteccién con fotodiodos. Con
este analisis se obtiene el perfil de antocianos
caracteristico de cada zumo y se puede conseguir su
autentificacion. El resto de polifenoles se analizan
siguiendo diferentes métodos de HPLC.

En este trabajo se presenta la propuesta de un Unico
método de HPLC que sea capaz de analizar tanto los
antocianos como el resto de los polifenoles
mayoritarios del zumo de mirtilo, y cuyo uso pueda
extenderse al resto de zumos de frutas.

2 Materiales y métodos

Las muestras analizadas en el presente trabajo fueron
el zumo de mirtilo (Vaccinium myrtillus L. wild),
procedente de un concentrado de la casa comercial
Griinewald (Stainz, Austria), y una mezcla de
patrones de los grupos de polifenoles mas
representativos presentes en los zumos de frutas:
acido galico y acido p-coumarico (4cidos fendlicos),
pelargonidina 3-glucésido, quercetina, (+)-catequina,
hesperidina, quercetina 3-glucésido y phloridzina
(flavonoides). Los patrones estan a una concentracion
final de 0,1 mg/mL, y se prepararon con acido
ascorbico 0,4 mg/mL.

Para los analisis se empled un equipo de HPLC de
altas presiones, serie 1200 de Agilent Technologies
(Santa Clara, CA, USA), compuesto por una bomba
binaria (G1312B), un detector de fotodiodos con
deteccion de longitud de onda multiple (G1315C), un
detector de fluorescencia (G1321A) y un inyector
automatico termostatizado (G1329B). Las columnas
cromatograficas de analisis fueron: Zorbax SB-C18
(ref: 863953-902) con tamaifio de particula de 3,5 pm
y 150 mm de longitud por 4,6 mm de didmetro
interno y Zorbax SB-C18 (ref: 828975-902) con
tamafio de particula de 1,8 pm y 100 mm de longitud
por 4,6 mm de diametro interno, ambas de Agilent
Technologies (Santa Clara, CA, USA).
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Figura 1: Comparacion del método IFU y el método propuesto.

Para los andlisis por HPLC se utilizaron dos métodos.
El primero es el método IFU n°® 71 (1998) de analisis
de antocianinas por HPLC definido por el Cédigo
Alimentario de zumos (CODEX STAN 247-2005).
Este método se realiz6 con la columna de 3,5 micras,
empleando como fase movil (A) Agua/Acido
formico (90/10) (v/v) y como fase movil (B) Agua/
Acetonitrilo/Acido férmico (40/50/10) (v/v/v), y el
programa gradiente de elucion que se muestra en la
Tabla 1.

Tabla 1: Gradiente de elucion. Método IFU.

Tiempo | o | 7 | 173]233 253 (28,6 /30,6
(minutos)
%B | 12 | 12 | 30 | 100|100 | 12 | 12

Estudios previos han demostrado que con esta
columna de 3,5 micras se han conseguido la mejor
resolucion y el menor tiempo de cromatograma.

El método propuesto como alternativa emplea
una columna de 1,8 micras, una fase movil (A)
Agua/Acido trifluoroacético (99,5/0,5) (V/v) 'y
una fase movil (B) Agua/Acetonitrilo/Acido
trifluoroacético (49,5/50/0,5) (v/v/v), y el gradiente
de elucion que se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2: Gradiente de elucion. Método propuesto.

Tiempo | o | ;5 | 14|28 | 34 388392 40

(minutos)

%B |8 18 | 32|60 100 100 | 8 8

En ambos métodos se analizd el mirtilo de manera
simultdnea con el detector de fotodiodos y el de
fluorescencia. La deteccion con el detector de
fotodiodos (PDA) se realiz6 a 520 nm para la
identificacion de los antocianos, 360 nm para
flavonoles, 320 nm para acidos hidroxicinamicos y
260 nm para acidos hidroxibenzoicos. En la deteccion
de los flavanoles se empleé el detector de
fluorescencia a unas condiciones de excitacion de
290 nm y de emision de 350 nm. La temperatura de
analisis fue 25°C con un flujo de trabajo de
1 mL/min. El concentrado de mirtilo se diluyo
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cinco veces en agua y se filtré con un filtro de nylon
de 0,45 micras antes del analisis. La cantidad de
muestra inyectada fue de 4 pL para el método IFU y
2 pL para el método propuesto.

3 Resultados

En este trabajo se propone un método tUnico de
andlisis de polifenoles, con la posibilidad de extender
el método IFU para el andlisis de polifenoles distintos
a los antocianos. En la Figura 1 se presentan los
perfiles a 520 nm de los antocianos y un conjunto de
patrones representativos de polifenoles a 280 nm. El
método propuesto permite separar ¢ identificar
catorce antocianos del mirtilo (Fig. 1c), al igual que
el método IFU (Fig. la). Comparando ambos, el
método IFU es el mas adecuado, por su mejor
resolucion, para el control de calidad y verificacion
de la autenticidad en los productos alimentarios
preparados con frutas rojas.

Sin embargo, si atendemos al andlisis de otros
polifenoles se puede observar que en el
cromatograma obtenido con el método IFU para el
caso de la mezcla de patrones (Fig. 1b), algunos de
los compuestos aparecen juntos en un mismo pico, la
linea base se eleva a concentraciones altas de
acetonitrilo y ademds son necesarias mayores
concentraciones de acetonitrilo para eluir compuestos
como la quercetina. En el método propuesto con
acido trifluoroacético se obtiene una mejor linea base,
los compuestos eluyen antes y con una menor
concentracion de acetonitrilo (Fig. 1d). Ademas, al
trabajar con una fase mévil de menor acidez y menor
concentracion de 4cido, se protege al equipo de
HPLC de problemas de corrosion, y es posible
obtener mejores sefiales en los espectros a longitudes
de onda mas bajas.

Atendiendo a lo anterior, se utilizd el método
propuesto para analizar los polifenoles presentes en el
zumo de mirtilo, mostrandose en la Figura 2 los
cromatogramas obtenidos con el detector de
fotodiodos (PDA) y el detector de fluorescencia,
ambos con las mejores condiciones de deteccion.
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Tabla 3: Identificacion de polifenoles del mirtilo.

o Nimero (';ligll?t%g) Polifenoles
\ ‘| “f ANTOCIANOS (Abs 520 nm)
“ M L \if 1 f 1 8,07 Dephinidina 3-galactosido
Jl J\ JU‘ \ “‘i o m I % 2 8,84 Delphinidina 3-glucosido
I 3 9,88 Cianidina 3-galactosido
) [ s et 4 10,13 Delphinidina 3-arabinosido
5 10,84 Cianidina 3-glucosido
6 10,97 Petunidina 3-galactosido
7 11,91 Cianidina 3-arabinosido
‘ 8 12,10 Petunidina 3-glucosido
i lzjl, | s 9 13,00 Peonidina 3-galactosido
O B 10 13,29 Petunidina 3-arabinosido
= 11 14,03 Peonidina 3-glucosido
?| ACIDOS HIDROXICINAMICOS - Abs 320 im 12 14,17 Malvidina 3-galactosido
‘ 13 15,09 Malvidina 3-glucosido
14 16,48 Malvidina 3-arabinosido
| . FLAVONOLES (Abs 360 nm)
“ ‘ﬁ 1 11,12 Miricetina 3-O-arabinosido
| | L 2 14,45 Quercetina 3-O-galactosido
: . ] 3 14,82 Quercetina 3-O-glucosido
ACIDOS HIDROXIBENZOICOS - Abs 260 nm 4 15,62 Quercetina 3-O-arabinosido
5 19,29 Kaempferol 3-O-glucosido
. ACIDOS HIDROXICINAMICOS (Abs 320 nm)
! 1 5,48 Acido p-coumarico glucosido
) % | ‘l | 2 5,90 Acido clorogénico
el U A ] 3 14,91 Acido sindpico
= : : : : ACIDOS HIDROXIBENZOICOS (Abs 260 nm)
. ‘ FLAVANOLES - Fluo: 290-350 nm 1 1,95 Acido galico
2 4,30 Acido 3,4-dihidroxibenzoico
3 4,64 Acido 4-hidroxibenzoico
> 4 11,49 Acido elagico
‘ FLAVANOLES (FIuo: Aex 290 - Aepyi 350 nm)
UL TS T S 1 3,46 (+)-Catequina
: 5 5 z 2 3,65 (-)-Epigallocatequina
Figura 2: Perfil de polifenoles en el mirtilo. 3 4,97 (-)-Epicatequina
La Tabla 3 muestra los polifenoles que se han  Referencias

identificado, tendiendo en cuenta el tiempo de
retencion del pico obtenido en relacion con el de los
patrones, el espectro en ultravioleta-visible o de
fluorescencia de los picos en relacion con los de los
patrones correspondientes y los datos obtenidos por
otros autores para este zumo de fruta. [3, 4 y 5]

4 Conclusiones

La modificacion del método IFU n°® 71 sustituyendo
el empleo de 4cido formico por 4cido trifluoroacético
y variando el gradiente de eluyentes, muestra
una mejora significativa en los cromatogramas,
consiguiendo la identificacion de un gran nimero de
polifenoles, 29 en el caso del mirtilo, en un mismo
cromatograma.
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