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Resumen

Dioscorea trifida L. (Sachapapa morada) es una planta de la familia
Dioscoreaceae de origen silvestre y utilizada en la alimentacion por los grupos
nativos que pueblan la amazonia desde siglos. El objetivo del presente trabajo fue
extraer la matriz del colorante y estabilizar por derivatizacion mediante la
formacion de un complejo de coordinacion utilizando 6xido de magnesio y HCI. La
muestra fue recolectada en el centro poblado de Nuevo Oriente, Distrito de
Mazan, Provincia de Maynas, Region Loreto. El tubérculo fue rallado para
reducirlo a particulas pequenas. Para extraer el colorante matriz se usé metanol
acidulado con acido clorhidrico para llevarlo a medio acido. La identificacién de
los componentes del colorante matriz fue mediante cromatografia de papel, y
usando como solventes de resolucion acido clorhidrico concentrado - &cido
acético - agua y acido clorhidrico concentrado - acido férmico - agua. Las
antocianidinas identificadas fueron: cianidina, peonidina, malvidina y
pelargonidina, y sus respectivas antocianinas fueron: cianidina-3-rhamnosil-
glucésido, peonidina-3,5-diglucésido, malvidina-3,5-diglucésido y pelargonidina-
3,5-diglucésido. La estabilizacion de las antocianinas se logré por reduccion del
ion flavilio al formarse el complejo de coordinacion hexacoordinado de estructura
geométrica octaedral denominado [n®(antocianina)sMagnesio 11].6CI- a pH 3,5 de
color azul intenso. Se obtuvo 2,086g de colorante estabilizado, constituyendo un
nuevo método de estabilizacion de los colorantes naturales que servira en futuras
investigaciones para determinar su grado de toxicidad y hacer posible su uso en

la industria de colorantes naturales.

Palabras Clave. Dioscorea trifida L, antocianidinas, antocianinas, estabilizacion

por formacién de un complejo de coordinacion.
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Abstract

Dioscorea trifida L. (Sachapapa morada) is a plant of the Dioscoreaceae family of
wild origin and used in food by the native groups that have populated the Amazon
for centuries. The objective of the present work was to extract the dye matrix and
stabilize it by derivatization through the formation of a coordination complex using
magnesium oxide and HCI. The sample was collected in the town of Nuevo
Oriente, Mazan District, Maynas Province, Loreto Region. The tuber was grated to
reduce it to small particles. To extract the matrix dye, methanol acidified with
hydrochloric acid was used to bring it to an acid medium. Identification of the
matrix dye components was by paper chromatography, using concentrated
hydrochloric acid - acetic acid - water and concentrated hydrochloric acid - formic
acid - water as solvents for resolution. The anthocyanidins identified were:
cyanidin, peonidin, malvidin, and pelargonidin, and their respective anthocyanins
were: cyanidin-3-rhamnosyl-glucoside, peonidin-3,5-diglucoside, malvidin-3,5-
diglucoside and pelargonidin-3,5-diglucoside. The stabilization of the anthocyanins
was achieved by reduction of the flaviium ion upon formation of the
hexacoordinate coordination complex of an octahedral geometric structure named
[né(anthocyanin)sMagnesium 11].6CI- at pH 3.5 of intense blue color. It obtained
2.086g of stabilized dye, constituting a new method of stabilization of natural dyes
that will serve in future investigations to determine its degree of toxicity and to

make possible its use in the natural dyes industry.

Keywords. Dioscorea trifida L, anthocyanidins, anthocyanins, stabilization by

forming a coordination complex.
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INTRODUCCION

El tubérculo de Dioscorea trifida L (sachapapa morada) de la familia
Dioscoreaceae posee un color violaceo intenso (1), tiene un alto contenido de
antocianinas (2), que no se desmejoran aun cuando es llevado a coccién para
servir de alimento por ser valiosa fuente de carbohidratos, es ampliamente

consumido en la regidn por los grupos nativos que viven en el interior del bosque.

En la amazonia peruana especificamente en la region Loreto, existe una
innumerable variedad de especies vegetales que contienen pigmentos
flavonoidales denominadas antocianinas que dan colores escarlatas, rojo, purpura
y azulejo a las flores, frutos, hojas y otros tejidos (3). Pero mucho de ellos de

abundancia limitada en semillas, rizomas, bulbos, tubérculos y raices.

La especie D. trifida L ha sido materia de estudio por varios investigadores, por
ejemplo, se ha evaluado la actividad antioxidante y se ha determinado el
contenido total de polifenoles y antocianinas (4), este mismo autor identificd
agliconas de peonina, cianina y pelargonina siendo novedosa la presencia de
peonidina-3-O-P-coumaril-glucosido-5-O-glucésido (5). Otro investigador identifico
peonidina-3,5-diglucésido, malvidina-3,5-diglucésido y malvidina-3,5-diglucosido-
acido ferulico que le dan coloracion a la D. trifida L (6), también, se ha extraido
antocianinas monomeéricas, entre las que se destaca cianidina-3-glicésido (7) y
por atomizacion se ha logrado obtener colorante en polvo (2). Por otra parte, se
ha evaluado el efecto de la sustitucion parcial de harina de trigo, por harina de

sachapapa morada (D. trifida L) en la elaboracion del pan (8,9).

Es necesario senalar que, se han realizado estudios de antocianinas en otras
especies vegetales por varios investigadores, en Arandanos de Noa fue
determinado antocianinas totales entre las que se encontré fue malvidina-3-
glucésido (10). En fruto de Chrysobalanus icaco L. se encontrd cianidina-3-
arabinésido, cianidina-3,5-diglicésido y delfinidina-3,5-diglicosido (11). En frutos
de Renealmia regmeliana (Jingereraceae) se separé varias antocianinas:
petunidina-3-monoglucosido, petunidina-3,5-diglucésido, malvidina-3,5-
diglucésido y delfinidina-3,5-diglucésido (12).



También, se ha investigado las propiedades antioxidantes de los compuestos
antocianicos del trigo azul (13), en frutos y hojas de zarzamora, frambuesa (14),
en cascara de pitahaya (Hylocereus undatus) (15). Ademas, se ha determinado
los componentes antocianicos en granos de cereales azules, rosas, rojos, negros
y purpuras (16). En otras investigaciones se reporta haber extraido antocianinas
de frambuesa (Rubus idaeus L) (17), de morera silvestre (Morus nigra L) (18), de
maiz morado (Zea mays L.) (19), de uva (Vitis vinifera L.) (20) y de mora catilla (R.
glaucus) y silvestre (R. adenotrichos) (21) y se ha estudiado la acumulacién de

antocianinas durante su desarrollo del tubérculo de la papa (22).

Las antocianinas o antocianidinas glicosidicas comunmente conocidas son seis
pelargonina, cianina, peonina, delfinina, petunina y malvinina, estos compuestos
siempre estan glicosiladas en la posicién 3, pero por hidrolisis pierden el grupo
glicosido se convierten en agliconas entonces se les denominan antocianidinas

tales como: pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina y malvidina

(3).

En su estructura molecular cuenta con un ion catibn con carga positiva (+)
adyacente al carbono 2 que les hace susceptibles al ataque nucleofilico de
compuestos como peroxido de hidrogeno, acido ascérbico, diéxido de azufre o
incluso agua. Ademas pierde la pigmentacion en presencia de oxigeno y varias
enzimas, y también como resultado de altas temperaturas de procesamiento y la
variacion del pH, siendo necesario reconocer que cierto grado de estabilizacion
del pigmento puede lograrse por acilacion con varios acidos organicos,
copigmentaciéon, antoasociacion y por quelacion o formaciéon de complejos de
coordinacion con metales divalentes como Magnesio y Zinc; iones que dan un
marcado efecto sobre la estabilidad de las antocianinas y sobre el color del medio

donde se hallan estos pigmentos (23).

La importancia de los colorantes antocianicos en la alimentacion humana es
insoslayable, pero tiene el inconveniente de ser poco estable debido a su alta
reactividad natural, razon por la que se degradan rapidamente perdiendo su

vistoso color de fruto fresco terminando en un color café o incoloro (23).



Debido a los efectos benéficos para la salud humana como polifenol con actividad
antioxidante se viene realizando estudios para lograr su estabilidad usando varios
materiales, por ejemplo, para estabilizar las antocianas extraidos de maiz criollo
azul, especialmente cianidina se usé metales de calcio Il, cobre Il y hierro Il y IlI
(24), se encapsulan las antocianas de Zea mays L. (25), los extractos de
antocianinas de berenjena (Solanum melongena L.) con maltodextrina y aloe vera
(Aloe barbadensis Miller) (26). Las antocianinas cianidina y malvidina extraidos de
Zea mays L se estabilizan con nanofibras de gliadina (27), de arandanos con
alginato de sodio (28), de Morus nigra L. y Rubus fruticosus L con goma
adraganta, pectina citrus, maltodextrina y goma arabiga (29) y las cascaras de

jabuticaba (Myrciaria ssp) con maltodextrina y goma arabica (30).

Las antocianinas podrian constituirse una gran alternativa para reemplazar
definitivamente a los colorantes sintéticos especificamente al rojo N.2 40,
colorante azoico que produce hiperactividad y déficit de atencidn infantil, tiene
actividad nociva, cuando se degrada produce aminas y bases aromaticas
cancerigenas. Sin embargo, este colorante se continua empleando en alimentos,
farinaceas, carnicos, lacteos, bebidas afrutadas, cosméticos y productos
farmacéuticos; a pesar de sus efectos nocivos: cancerigenos, tumorales,
inflamatorios e inductores de la diabetes (31). Frente a esta situacién la FDA no
se pronuncia sobres su eliminacion definitiva, que sentaria un precedente para
dejar de utilizar con propdsitos alimentarios todos los colorantes de naturaleza

azoica y diazoica tales como: amaranto, rodamina, tartrazina, eozina, etc.

En base a esta informacidn es preciso incentivar el uso de los pigmentos
antocianicos existentes en los vegetales que presentan beneficios para la salud
por sus propiedades antioxidantes y contra el estrés metabdlico. Por eso el
proposito de este trabajo de investigacion fue estabilizar los compuestos
antocianicos del colorante matriz aislado de D. trifida L (sachapapa morada) por
acoplamiento con Magnesio Il formando un complejo de coordinacién antocianica
hexacoordinado siguiendo ciertas pautas que senala la literatura (32,33). Ademas,
identificar los constituyentes antocianicos del colorante, con lo que, se espera

ampliar el conocimiento acerca de la estabilizacion de los pigmentos antocianicos.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

En el 2019, se estudid los frutos de Morus nigra L. y Rubus fruticosus L.
adquiridos en la empresa Ponto Agricola - Unipessoal, Lda, para extraer el
colorante usaron licuadora y filtraron, luego liofilizd. Las antocianinas fueron
identificadas por analisis UPLC-DAD-ESI/MS. EI colorante fue estabilizado
usando dos métodos: spray drying para formulaciones sélidas y como agentes
estabilizadores fue maltodextrina y goma arabiga, y para formulaciones liquidas la
gelificacion térmica, y como estabilizadores fue pectina de citrico y goma de
adraganta. En el extracto de M. nigra L identificaron dos antocianinas cianidina-3-
O-glucosa y cianidina-O-ramnosa-O-hexosa y en el extracto de R. fruticosus L.
identificaron cuatro antocianinas: cianidina-O-hexosa, cianidina-3-O-glucosa,
cianidina-O-pentosa y cianidina-3-O-dioxaloilglucosa. La microencapsulacién para
formulaciones sélidas mostré mayor estabilidad del color en el tiempo que las
formulaciones liquidas. El autor sefiala que, ninguna de las formulaciones mostré
citotoxicidad en células hepaticas no tumorales, y por tanto pueden ser

consideradas adecuadas para su uso en alimentos sin riesgos de toxicidad (29).

En el 2018, fue caracterizado mediante pruebas de color las antocianinas y las
betacianinas, en nueve extractos de plantas: en la raiz de Beta vulgaris
(remolacha roja) en flores de Viola wittrockiana (Pensamiento), Dhalia sp. (dalia),
Zygocactus truncatus (cactus de navidad), Rosa sp. (rosa), Saintpaulia ionantha
(violeta africana), Mirabilis jalapa (flor del dia), Pelargonium sp. (geranio) e
Impatiens balsamina (cristalina) y se hallé6 que las antocianinas son mas estables
que las betacianinas, pero cambian de color en funcion del pH; mientras que las
betacianinas sufren cambios muy leves y se degradan a pH alcalino. Ademas, las
antocianinas en solucién de metanol acido clorhidrico realzan su color y son
captados en la region ultravioleta del espectro y los componentes pueden
separarse facilmente por cromatografia de papel al usarse como fase movil el

sistema BAW (butanol: 4cido acético: agua) (34).



En el 2014, se estudié de Solanum melongena L. (berenjena morada). Las
muestras fueron recolectadas en Cordoba, caserio Retiro de los Indios. Para
extraer el pigmento fue usado etanol acidificado al 50 % durante tres horas a
30°C. El extracto con contenido de antocianinas fue estabilizado con
maltodextrina por microencapsulacién y secado por aspersién a temperatura de
180°C. Para evaluar la estabilidad del producto prepararon dos tipos de bebidas,
una isotonica y otra bebida con Aloe vera; a las que afadieron el polvo micro
encapsulado a las bebidas, luego fueron almacenadas a temperatura de 4°C y
25°C. La temperatura de almacenamiento influyé en la estabilidad de las
antocianinas y en los parametros de color, a 252C se produjo mayor velocidad de
degradacion. La bebida isotdnica a base de maltodextrina y Aloe vera y a 4°C
presentd mayor retencion de antocianinas de 54 y 77,5% respetivamente que las
bebidas adicionadas sin encapsular. Finalmente sefnalan que hay evidencia de

degradacion de las antocianinas si se aflade estabilizadores sin encapsular (26).

En el 2010, se determin6 el contenido total de antocianinas y polifenoles en D.
trifida L., las muestras fueron recolectadas en el valle del alto Huallaga, Distrito de
Rupa-Rupa (Tingo Maria), Peru, para conseguir el propésito us6 el método de pH
diferencial, para polifenoles totales usé el método de Folin-Ciocalteu y como
reactivos estandar usé la cianidina-3-glicésido y el acido galico respectivamente.
El contenido de antocianinas presentes fue de 21,59mg/100g de muestra con
referencia a la cianidina-3-glicosido y con respecto a polifenoles totales el
resultado fue 166,10mg/100g de muestra con referencia al acido galico. El autor
sefala que, los pigmentos de D. trifida L presentan un efecto protector de

peroxidacion de lipidos en suero humano in vitro (4).

En el afo 2009, se estudid al maiz de pigmentado azul, para lo cual realizé dos
tipos de extracciones; primero, para obtener el extracto no hidrolizado usoé
solucion de HCI al 2% en metanol a 48°C; la segunda, para el extracto hidrolizado
us6 metanol y HCI (1:1) a 60°C, estos extractos fueron concentrados v liofilizados.
La identificacion de las antocianinas fue por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), para medir la estabilidad natural de las antocianinas del grano
de maiz, us6 extractos no hidrolizado vy liofilizado respectivamente a las cuales

ahadio las soluciones de metales preparados y midié las absorbancias en un
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espectrofotometro. ldentificaron seis metales: Ca, Cu, Fe, K, Mg y Mn. La
antocianina presente en mayor cantidad fue cianidina (Cy), el estudio sehala que
Ca, Cu y Fe se hallan en mayor concentracion en el endocarpio, mientras que el
pericarpio contiene mayor concentracion de Cu que en el grano total, lo que
sugiere que el cobre es el metal responsable de la estabilidad de la antociana en

este maiz y el que le da la coloracidn caracteristica (24).

El 2009, se us6 corontas de maiz morado para extraer antocianinas de mazorcas
recolectadas en un campo experimental del distrito de la Joya en la region
Arequipa-Peru, para determinar el contenido de antocianinas usé el método de pH
diferencial a pH 2 y a pH 4, ademas, observaron otros factores tales como:
solucion de extraccion, temperatura y tiempo. Con la variacion de los pH
indicados obtuvo 8,404 y 47,984mg de antocianina respectivamente por gramo de
muestra. El autor sefiala que, la extraccion de antocianinas depende en gran
medida de la temperatura, tiempo y el porcentaje de la solucién de etanol usado
(35).

El 2007, extrajeron antocianinas de Morus nigra L., de muestras recolectadas en
época de fructificacidon en un jardin de la ciudad de Sao Paulo, Brasil. Como
solvente de extraccion uso la mezcla [metanol: agua: acido acético] (70:30:5 v/v)
aislé y purifico por cromatografia de papel, los componentes fueron identificados
por analisis HPLC/DAD y espectroscopia de masas. El analisis mostré que los
componentes purificados fueron: cianidina-3-glicésido y cianidina-3-glicosil-
rhamnosido. El autor sefala que, el contenido de antocianinas en esta especie es
mas alto que los que se reportaron en otros cultivos de moras y puede ser una

fuente potencial de antocianinas en la dieta (18).

En el afio 1997, se observd como se producen cambios en el contenido de
antocianinas y variacion de color de la superficie exterior del tubérculo Solanum
tuberosum L (papa roja) durante su desarrollo. La muestra fue recolectada en el
cultivar Norland productora del tubérculo. Las antocianinas fueron identificados
por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y los niveles de ARNm en
estado estacionario de dihidroflavonol reductasa (DFR) por analisis de
transferencia Northem, y llegé a la conclusion que el color de la papa roja se debe
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a la acumulacion de antocianinas en el peridermis y los tejidos de la corteza
periférica, también resaltd que las principales antocianinas presentes en el
tubérculo son pelargonidina y peonidina; por otra parte, observd que el croma
(intensidad de los enrojecimientos) y el contenido de antocianinas por unidad de
superficie disminuyeron a medida que los tubérculos aumentaban de peso. Sin
embargo, la biosintesis natural de antocianinas se da a lo largo del desarrollo del
tubérculo y la division celular de agrandamiento contribuye a la disminucion del

croma y de este modo disminuye la concentracion de antocianinas (22)

En el afio 1977, aislaron los pigmentos del colorante de D. trifida L. con solucion
de HCI al 0,1% en metanol de muestras adquiridas en un mercado de alimentos
en el este de Venezuela, para purificarlos us6 papel Whatmann N2.3 y como
eluyente BAW capa superior [n-butanol: acido acético: agua (4:1:5)] y para su
identificacion us6 cromatografia de papel teniendo como adsorbente y soporte
Whatmann N2.1 y como eluyente BAW; ademas, determiné los valores de Rfy los
espectros de absorcidn ultravioleta visible. Identifico tres componentes peonidina-
3,5-diglicosido, malvidina-3,5-diglicésido y malvidina-3,5-diglicésido-acido ferulico;
El valor Rf de peonidina-3,5-diglicésido fue 0,23, de malvidina-3,5-diglicosido 0,31
y de malvidina-3,5-diglicésido-acido ferulico 0,34. Los espectros de absorcidon
fueron: para peonidina-3,5-diglicosido 524 nm, malvidina-3,5-diglicosido 532 nm y
de malvidina-3,5-diglicésido-acido ferulico 532, 318, 286 nm. El estudio sefala
que, la malvidina-3,5-diglicésido-acido ferulico por contener un grupo acilo en el

acido ferulico puede producir cuatro productos por desacilacion del pigmento (6).
1.2. Bases teoricas

1.2.1. Especie materia de estudio

a) ldentificacion botanica

Segun la clasificaciéon filogenética y el sistema APG Il de angiospermas cumple
con el esquema siguiente (36)

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta



Clase : Liliopsida

Orden : Dioscoreales

Familia : Dioscoreaceae

Género : Dioscorea

Especie : Dioscorea trifida L.

Nombre vulgar : sachapapa morada, yam tubers, iame, mapuey

b) Descripcion boténica

La descripcidn botanica de D. trifida L por Montaldo (37):

“Tiene rizomas pequefios, ho mas de 15 cm de largo, redondos o cénicos.
Pulpa blanca, amarilla o purpura. Tallos cuadrangulares, alados, sin
espinas. Torcidn a la izquierda. Hojas palmadas divididas, profundamente
lobuladas, alternas, raramente opuestas. El rizoma y las raices brotan de
una especie de cormo que aparece muy temprano en el ciclo de la planta;
se encuentra localizado en la base del tallo, no posee tubérculos, ya que
las yemas estan localizadas en el extremo proximal, junto al punto de unién
del cormo. Por tanto, se considera como rizomas a la estructura de reserva

de carbohidratos y proteinas de Dioscorea trifida L”.

Ademas, se han descrito las morfologias de los diferentes morfotipos de D. trifida

L en forma detallada por Beyerlein (38).

c) Distribucién ecolégica de Dioscorea trifida L

Esta ampliamente distribuida en el trépico y subtrépico, pero muy poco en
regiones temperados (37,39). Se distribuyen en Africa, Asia, Oceania, Centro
América, México y en América del Sur en la amazonia continental de Venezuela,

Colombia, Ecuador y la amazonia peruana (37,39).
d) Usos e informacidon etnobotanica
D. trifida L., es una planta comestible, los tubérculos son ricos en carbohidratos,

en antocianinas antioxidantes, en Dioscorina proteina soluble en agua que es

considerado un poderoso antioxidante y un fitoesteroide que posee propiedades



antiinflamatorias, antinociceptivas y fue materia prima base para la producciéon de
progesterona y cortisona por el profesor Marker en México, los tubérculos crudos

rallados se utilizan en emplastos cuando hay inflamaciones de piel (1).

1.2.2. Antocianinas

Estos pigmentos polifendlicos se encuentran en todas las plantas vasculares, pero
también han sido detectadas en musgos, en la fronda de los helechos tiernos, asi
como en Liliophytas y Magnoliophytas (3). El color del érgano vegetal con
contenido de antocianinas atrae a los insectos polinizadores que sirven para la
dispersion del polen y de las semillas, las antocianinas protegen la planta contra
la radiacion UV, contaminacion viral y bacteriana, se adaptan a diferentes
cambios como sequias, falta de nutrientes, ataques de patdégenos (40). Las
antocianinas pueden confundirse con las betacianinas que son pigmentos que
contienen nitrégeno en su estructura heterociclica, pero facilmente se observa la
diferencia cuando las betacianinas corridas en cromatografia de papel con BAW,

tienen una migracién muy pequefia del origen hacia el frente del solvente (3).

La literatura sefiala diez clases de flavonoides: flavonoles, flavonas, glicoflavonas,
biflavonilos, chalconas, auronas, flavononas, isoflavonas, leucoantocianidinas y
antocianinas, este ultimo flavonoide experimenta una variaciéon de sus pigmentos
que van de color escarlata (rojo brillante), rojo, malva (purpura azulejo-palido) y
pigmentos azules de las flores, también estos pigmentos estan distribuidos en
hojas y otros tejidos de las plantas, se caracterizan por ser solubles en agua y
pueden observarse a longitudes de onda maxima de 515 a 545nm en el espectro
visible (3).

Las antocianinas son muy inestables y se degradan cuando son separados del
material vegetal, la razéon de esta degradacion es porque sufre una oxidacion
directa o por accion de enzimas oxidantes. Pero también, por poseer varios
grupos hidroxilos en el anillo C que provoca su inestabilidad, estas al reaccionar
apertura el anillo heterociclico y da paso a la formaciéon de chalconas. Ademas,
influyen factores como la temperatura y pH en la degradacion de estos
compuestos. (40).



La degradacion de las antocianinas puede ser producido por factores inducidos,
como la contaminacion microbiana, las enzimas que degradan los colores son las
glucosidasas, peroxidasas y polifenol oxidasas. Cada una de ellas actua sobre
sus correspondientes sustratos y como producto de estas reacciones enzimaticas

las antocianinas se transforman en compuestos incoloros (40).

La estructura molecular de las antocianinas como una clase de flavonoides, se
basa en un sistema heterociclico denominado flavano (2-fenil-benzopirano) o 2-
fenilcromano, que en diferentes niveles de oxidacion da lugar a una clasificacion
en tipos estructurales tales como: flavonas, flavonoides, flavanonas, flavanos y
antocianidinas (catioén flavilio), en los que un flavano al ganar un oxigeno en
posicion 4 y un doble enlace entre las posiciones 2 y 3 se convierte en flavano, si
gana el flavona un grupo -OH en posicidn 3, se convierte en flavonol, si la flavona

pierde el doble enlace en las posiciones 2 y 3 se convierte en flavonona.

Si la flavonona pierde el grupo oxigeno de la posicion 4 vuelve a flavona, mas si el
flavano pierde un electrén del oxigeno en la posicién 1 se forma un doble enlace
entre las posiciones 1y 2 y al ganar ademas 2 electrones en las posiciones 3y 4
da lugar a una antocianidina que es precursora de las antocianinas que recibe
este nombre cuando aceptan la presencia de glucosidos en su estructura

molecular (41).

Si en las antocianidinas se sustituye el grupo hidroxilo en la posicién 3 con un
azucar se conoce como derivado sustituido 3-glucésido y con la sustitucion de los
hidroxilos de las posiciones 3 y 5 se conoce como derivados sustituido 3,5-
diglucésido que da lugar a la pelargonidina derivados mono y disustituidos, igual
caso en peonidina y en cianidina los derivados pueden ser: cianidina-3-
diglucésido, cianidina-3-rhamnoglucésido, cianidina-3,5-diglucosido, cianidina-3-
soforosido o mecocianina, los derivados de la delfinidina son: delfinidina-3-
glucésido, delfinidina-3,5-diglucosido, delfinidina con sustitucion de una molécula
de glucosa, acido hidroxibenzodico, violena por sustitucién de glucosa, rhamnosa y
acido p-hidroxicinamico. La malvidina tiene derivados mono y disustituidos:
malvidina-3-glucosido tetrahidratado y malvidina-3,5-diglucésido, la petunidina
posee un derivado 3,5-diglucésido (42).
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Las antocianinas estan basadas en la estructura aromatica de la cianidina como
molécula precursora y los otros pigmentos son derivados de ésta caso de la
delfinidina, peonidina, malvidina, petunidina y pelargonidina ya sea por adicion o
por sustraccion de grupos oxhidrilos o bien por metilaciéon o por glucosilacion, si la
cianidina tiene un grupo metilo en posicion 3', se llamara peonidina, si pierde un
grupo oxhidrilo en posicion 3' surgira la pelargonidina, si tiene grupo -OH en
posicion 5' es la delfinidina, si tiene 2 grupos metilos en posicién 3'y 5' sera la
malvidina, si tiene un grupo -OH en posicion 4' y un grupo metilo en posicién 3'

sera la petunidina (3).

La estructura general de una antocianidina representa esquematicamente como
se muestra en la figura 1 y de acuerdo a las funciones sustituyentes en las

posiciones R1 y R2 se denomina el

tipo de antocianidina.

Antocianidina R1 R2
Malvidina -OCHs -OCHs
Peonidina -OCHs -H

Pelargonidina -H -H
Cianidina -OH -H
Delfinidina -OH -OH
Petunidina -OH -OCHs

Figura 1. Esquema de las antocianidinas

Las antocianinas o agliconas de las antocianidinas muestran la formacién de
complejos conjugados en su estructura, como el cation flavilio de color rojo a un
pH entre 1y 2, puede ganar agua y convertirse en una pseudobase carbinol a pH
4,5 donde es incoloro, se convierte en pseudobase chalcona a pH mayor a 7, si
pierde hidrégeno se transforma en una base quinonoidal a pH 6-6,5 tomando un
color purpura proceso que es reversible, esto constituye un mecanismo de
proteccidon que se conoce como copigmentacion que puede ser: copigmentacion
intermolecular, con otros enlaces no covalentes de sustancias incoloras flavonol o

glicésidos de flavonas, asi como ésteres de hidroxicinamatos como grupos acilo
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aromaticos denominados hidroxicinamatos, que son parte de la estructura de las

antocianinas que se hallan apiladas en forma de emparedados (sandwich).

Es muy conocido las antocianinas Heavely Blue (antocianinas azul celeste)
compuesto por peonidina con 6 moléculas de glucosa, 3 moléculas de acido
caféico, donde los cafeatos son esterificados con una molécula de glucosa y
glucosilados a uno de sus grupos oxhidril aromaticos con una segunda molécula
de glucosa, ademas de la comun acilacion con hidroxicinamatos dicarboxilatos
alifaticos, son comunmente encontrados como acilos parciales , tales como
malonato, maleato u oxalato, son las llamado antocianinas zwitterionicas o

antocianinas que tienen doble polaridad (+y -) (43).

Las antocianinas conocidas son: cianina, delfinina, pelargonina, petunina, malvina
y peonina, cuando estas se hidrolizan con acido clorhidrico pierde el glucésido y
se convierten en agliconas, como la cianidina, delfinidina, pelargonidina,
petunidina y malvidina recibiendo la denominacion de antocianidinas, la reaccion
es el siguiente:

Antocianinas + acido — Antocianidina(aglicona) + Glucésido(azucar)...(l)
Antocianinas + base — Antocianidina(aglicona) + Glucosido(azucar)...(1l)

Siendo las antocianidinas conocidas como agliconas y los glucésidos como

antocianinas (3).

Estabilidad de las antocianinas, son muy estables a pH acido, pero se reduce
su estabilidad cuando se aproxima a la neutralidad llegando a destruirse
completamente con pH superior a 7, aunque hay antocianinas aciladas como la
petunidina-3-[6”,4”-p-coumaril-rhamndsido)-5-glucésido] que es muy estable y

conserva el color caracteristico a pH alcalino (42).

La estabilidad de las antocianinas se halla asociado con otros compuestos
flavonoidales, compuestos fendlicos no flavonoidales, aminoacidos, polisacaridos,
iones metalicos y acidos organicos. La asociacion de estos compuestos con las
antocianinas evita el ataque nucleofilico y desplaza el equilibrio hacia las formas
coloridas y en aquellos que forman complejos. El equilibrio puede representarse

de la manera siguiente:
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Antocianina libre + copigmento = Antocianinas copigmentadas

Si la concentracion de las antocianinas es alta, es porque existe antoasociacion
entre ellas y actian como copigmentos, que se mantienen unidas por fuerzas
electrostaticas o por interacciones hidrofobicas. En este caso, la copigmentacion
se da por apilamiento tipo sandwich entre los grupos acilo de acidos alifaticos y/o
aromaticos con residuos de azucares de las antocianinas. Pero la copigmentacion
intermolecular se da con compuestos que tienen electrones n (pi), que se da un

solapamiento n-n con el ion flavilio (40).

Finalmente, los iones metalicos como el Mg? y AI** actian reforzando la
interaccién entre el pigmento y copigmento, reforzando la copigmentacion, por
tanto, los metales pueden constituirse en una alternativa para estabilizar el color,
siempre y cuando no sea riesgoso para la salud, por ejemplo, calcio y magnesio

que son esenciales en la dieta de las personas (40).

1.2.3. Parametros fisicoquimicos

Las principales variaciones del color de las antocianinas estan en la naturaleza
del azucar que contiene. Las antocianinas (antocianidinas mas el azucar)
presentes en el tejido de las plantas, se extrae por maceraciéon con metanol-HCI
por 5 minutos, se filtra o centrifuga, se concentra al vacio a 35-40°C hasta reducir

el volumen a 1/5 parte del extracto original.

Para realizar la cromatografia monodimencional se usa papel Whatman como
fase estacionaria y como fase movil los solventes BAW: n-butanol - acido acético
- agua (4:1:5), BuHCI: n-butanol - acido clorhidrico 2M (1:1) capa superior y en
HCI al 1%. Las antocianidinas (agliconas) se separan por hidrélisis del extracto
metandlico con acido clorhidrico concentrado a reflujo por 15 minutos. Para
separar las antocianidinas del extracto se somete a cromatografia preparativa en
papel de filtro en el sistema forestal: HCI concentrado - acido acético — agua
(3:3:10), las bandas separadas se cortan y extraen con metanol y se vuelve a
realizar la cromatografia en los sistemas forestal y féormico, estas bandas

separadas se los determina sus valores de Rf para identificar los
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correspondientes antocianidinas. También, es posible separarlos por

cromatografia HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) (3).

Tabla 1. Valores Rf de algunas antocianinas comunes y fuente del que proceden (3)

Valores Rf x 100 Fuente de
BAW BuHClI 1%HCI pétalos de flores

ANtoclaninas

Pelargonidina-3-glucésido 44 38 14 Callistephus
chinensis
Cianidina-3-glucésido 38 25 07 Chrysanthemum
Monoglucosidos
Sp
Malvidina-glucésido 38 15 06 Primula
polyanthus
Pelargonidina-3,5- 31 14 23 Pelargonium sp.
diglucésido
Cianidina-3-rhamnosil- 37 25 19 Antirrhinum majus
Diglucésidos glucésido
Peonidina-3,5-diglucosido 31 10 17 Peonia officinalis
mascula (L)
Delfinidina-3,5-diglucésido 15 03 08 Verbena
Cianidina-3-rhamnosil- 25 08 36 Primula del cabo
) ) glucésido-5-glucésido
Triglucésidos .
Cianidina-3-(2G- 26 11 61 Begonia
glucosilrhamnosilglucésido) coccineus
Diglucosidos Pelargonidina-3-(p-cumaril- 40 46 19 Monarda didyma
acetilados glucésido)-5-glucosido

BAW: [n-butanol-acido acético-agual

Las antocianinas después de su hidrdlisis se convierten en agliconas pierden el

azucar y los valores Rf en cromatografia de papel se muestra en la siguiente tabla

(3).

Tabla 2. Valores Rf de la antocianidinas comunes y coloracion (3)

Rf x 100
Antocianidinas Color visible
BAW Forestal Formico
Pelargonidina 80 68 33 Rojo
Cianidina 68 49 22 Magenta
Peonidina 71 63 30 Magenta
Delfinidina 42 32 13 Parpura
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Petunidina 52 46 20 Purpura

Malvidina 58 60 27 Purpura

BAW: [n-butanol-acido acético-agual
Forestal: [HCI concentrado-acido acético-agua]
Férmico: [acido clorhidrico concentrado-acido férmico-agual

Las antocianinas son pigmentos naturales visibles al ojo humano, son muy
sensibles a las variaciones de pH en general adquieren un color rojo en medio
acido y cambian al color azul oscuro cuando se los lleva a pH basico, pasando por
el color violeta. La cianidina posee color azul-violeta a pH neutro (23), en medio
acido pH 1,6 es rojo y es de color verde a pH 8,12 y amarillas a pH 12 y 14. El
equilibrio acido-base de las antocianinas de acuerdo con su pH para el caso de la

cianidina 3,5-diglucésido segun su deshidrogenacion muestra los pasos

reversibles siguientes (41).

OBglcp

OBglcp OBglcp OBglcp
pH<3 (rojo) pH 7,8 (Violeta) pH>8 (azul)

Figura 2. Equilibrio acido-base en antocianinas, ejemplo cianidina-3,5-diglucésido (41)

La cianidina-3,5-diglucésido cuando pierde electrones, el anillo pirano pierde un
par de electrones que refuerzan el anillo B que como sustituyente lo hace con un
doble enlace transformando al anillo B que de nucleo catecol pasa a ser un nucleo
semejante al de una benzoquinona que se torna mas violeta, mas tarde cuando
esta cianidina-3,5-diglucésido con sustituyente benzoquinénico pierde un protén
en la posicion 7 cambia al color azul, por eso se puede sefialar que es posible que
las plantas al utilizar cambios intracelulares de pH son capaces de modular el
color de sus flores, aunque al parecer también estan implicadas iones metalicos y
especies moleculares diferentes (41). El color de las antocianidinas en medio

acido (HCI) se muestra en la siguiente tabla (3).
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Tabla 3. Antocianidinas en medio acido HCl y color

Antocianidina Color
Pelargonidina Rojo
Cianidina Magneta, varia del rosado

intenso al purpura

Peonidina Magneta
Delfinidina Purpura
Petunidina Purpura
Malvidina Parpura

Los valores de longitud de onda maxima de las antocianidinas en metanol-HCI se

muestra en la siguiente tabla (3).

Tabla 4. Valores de longitud de anda maxima de las antocianidinas

Antocianidina A max (nm)

Pelargonidina 520
Cianidina 535
Peonidina 532
Delfinidina 546
Petunidina 543
Malvidina 542

El desplazamiento batocromico al color azul A ;.. 580 — 595 nm con AIClz como
reactivo de desplazamiento se puede observar en el espectro visible midiendo el
valor espectral en metanol-HCI 0,01% y afiadiendo AICI3 en alcohol al 5%, se
observa que el desplazamiento batocromico es propio de cianidina, delfinidina y
petunidina, debido al nucleo de catecol de estas moléculas 1,2-dihidroxibenceno
(3,44).

1.2.4. Propiedades biolégicas de las antocianinas

Las antocianinas, debido a sus caracteristicas fisicas y quimicas constituyen un
grupo de compuestos de amplia versatilidad en la naturaleza. Son bioactivos
contra desordenes de la salud tales como enfermedades cardiovasculares, cancer
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y obesidad, y ademas de sus propiedades antiinflamatorias, antioxidante,
antidiabético, antibacterial, posee capacidad antiproliferativa, actuan sobre el

estrés oxidativo, en enfermedades cardiovasculares y degenerativas (30,45).

Las antocianinas se absorben a lo largo del tracto gastrointestinal, primero hacen
catabolismo microbial seguido por la absorcion y el metabolismo (46). Inhiben el
crecimiento de las células cancerigenas y ayudan a prevenir el cancer de colon,
impiden enfermedades del corazon al inhibir la sintesis de colesterol, mejora la
circulacién y la fragilidad capilar y evitan el envejecimiento (42,47), son efectivos
para atrapar ROS (especies reactivas de oxigeno), ademas de inhibir la oxidacién
de lipoproteinas y la agregacion plaquetaria, mejoran la agudeza visual, asi como

el comportamiento cognitivo (31,47).
1.2.5. Biogénesis de las antocianidinas y/o antocianinas

Las antocianinas son grupos pertenecientes a los pigmentos flavonoidales que
tienen un origen metabdlico mixto que ha sido demostrado mediante
experimentos de marcaje isotopico, estos han puesto de manifiesto que los 6
carbonos del anillo B y 3 del C tales como C2, C3 y C4 provienen del acido
shikimico a través del acido cinamico o hidroxiderivados del mismo, en cambio los

carbonos del anillo A proceden de la via del acetato o acetogeninas (41).

™

Figura 3. Anillos de la antocianidina en la estructura flavano

La conformacion del esqueleto de un flavonoide comienza como una cadena
policetidica en la que el acido cinamico o mas a menudo el acido p-cumarico
actuan como la unidad iniciadora que es luego alargada con 3 fragmentos del
malonato, el plegamiento mediante aldolizacién intermolecular lleva a un tipo de
aciltrifenoles, denominados genéricamente chalconas, esta parte del proceso es
catalizada por un subtipo de enzima policétido sintetasa del tipo Ill, llamado
también por dicho motivo chalcona sintetasa (CHS), ya ha sido determinada la
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secuencia nucleotidica de los genes que codifican las correspondientes chalconas

sintetasas en varios contenedores de especies vegetales.

También se ha determinado mediante difraccion de rayos X las estructuras
tridimensionales de varios de ellas posteriormente y fuera ya de la enzima (CHS),
las chalconas experimentaron una adiccion intermolecular que conduce a las
flavononas, proceso que es catalizado de manera estero especifica por una
enzima denominada chalcona isomerasa (CHI), estas experimentan subsiguientes
procesos de oxidacion o deshidrogenacion a flavonas, flavonoles y demas clase
de flavonoides todas las cuales son catalizadas por enzimas especificas, ademas
de todos estos procesos basicos se suelen producir otras transformaciones
adicionales tales como oxigenaciones, reducciones, o alquilaciones, etc. El acido
cinamico o el p-cumarico, sobre todo, este ultimo, suelen ser las unidades
iniciadoras del proceso metabdlico. A continuacidn, sefialamos el mecanismo

biosintético de las antocianinas (41).

o) o) o o
©/\)‘\ 3 Acetil-CoA L L SCoA

Acido cinamico Il Varios paso simplificados

Plegamlento
\,;H/‘/halcona Sintetasa ?\g)/@
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somerasa
O
OX|ge nacion

O Flavanonol o

R

Flavanona o Dihidroflavonol
Dihidroflavona
R
+GI|c05|IaC|on O
/
Oglic OH
OH Antocianina OH aAntocianidina

(Glucésido)

Figura 4. Biosintesis de las antocianidinas y antocianinas (41)
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1.2.6. Localizacién de las antocianinas

Las antocianinas estan presentes en las flores, frutas, hojas, tubérculos, tallos y
raices, en el interior de las vacuolas de la célula vegetal Illamados

antocianoplastos los que manifiestan propiedades coloridas diversas (48).

1.2.7. Métodos de separacion de las antocianinas y su identificacion
mediante la determinacion de los valores Rf

A. Por cromatografia de papel

Las antocianinas pueden identificarse por cromatografia de papel, luego de
extraer con &cido clorhidrico al 1% para obtener los pigmentos en forma de
antoxantinas. A los extractos se afnade acetato de etilo, se agita, se anade
carbonato de sodio, y la reaccion de los pigmentos presentes en el extracto dan
un tinte variado de azul a rojo-violeta. El extracto corre en cromatografia de papel
usando como solvente de resolucion BAW top layer: Butanol - acido acético —
agua (40:10:50 v/v) (12,49). En sistema forestal: acido clorhidrico concentrado-
acido acético-agua (3:3:10) y en el solvente foérmico: acido clorhidrico
concentrado-acido férmico-agua (2:5:3) (3,12); a los pigmentos separados como
puntos en el papel se mide con regla milimétrica desde el punto de origen hasta
donde llegb en la corrida el soluto. Se mide también el frente del solvente que va
desde el origen hasta la altura a la que se desplazé el solvente. EI Rfx100 6 hRf
es la relaciéon de distancia de corrida del soluto, sobre la distancia de corrida del
solvente asi (3):

Distancia de corrida del soluto

" Distancia de corrida del solvente

B. Aislamiento y determinacion de antocianinas en cromatografia de

papel

Las antocianinas se extraen de pétalos frescos de una flor u otro 6rgano vegetal,
si son flores, estos se aplastan en un tubo angosto con un minimo de metanol, al

qgue se agrega HCI concentrado al 1%, obteniéndose a los 10 o 15 minutos un
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extracto suficientemente concentrado para realizar la cromatografia de papel en
forma directa. Otro proceso alternativo consiste en macerar mayor cantidad de
tejido por 5 minutos en metanol-HCI, este macerado es filtrado y centrifugado y el
extracto concentrado al vacio a 35-40°C en rotavapor hasta 1/5 parte del volumen

original (3).

También, puede extraerse reduciendo los pétalos a particulas finas y ponerlo en
un tubo de prueba en solucion de HCI 2M y calentar a 1002C por 4 minutos, El
extracto enfriado es 2 veces lavado en embudo de separacion con acetato de etilo
para quitar las flavonas que podrian estar presentes, se desecha esta capa de
acetato de etilo y se toma la capa acuosa, se calienta a 80°C para quitar las
trazas de acetato de etilo que quedaron como remanente. La capa acuosa ahora
es extractada con pequeio volumen de alcohol amilico el cual puede ser
pipeteado y concentrada a sequedad por calentamiento en una luna de reloj o por
ebullicibn en bafo maria. La antocianidina en el concentrado es disuelto en 2
gotas de metanol en HCI; luego los extractos son llevados a cromatografia
monodimensional en papel Whatman 1 usando como solventes BAW: n-butanol-
acido acético-agua (4:1:5) top layer, o en sistema forestal: HCI concentrado-acido
acético-agua (3:3:10), también el sistema formico: HCI concentrado-acido férmico-
agua (2:5:3), después de la corrida se mide las distancias recorridas por el soluto

y por el solvente con las que se determina los valores Rf x 100. (3).

C. Aislamiento y determinacioén del valor Rf x 100 de antocianinas en

cromatografia de capa fina (TLC)

Las antocianidinas se separan sobre silica gel usando como solventes acetato de
etilo-acido férmico-HCI 2M (85:6:9), pero el color del spot se desmejora
rapidamente, por eso luego de la separacion es preciso hacer uso de silica gel
grado estandarizado para que las trazas de metal presentes ayuden la separacion
de peonidina y malvidina de cianidina y delfinidina. La cromatografia de capa fina
bidimensional de antocianidina sobre celulosa microcristalina utiliza solucion de
acido formico-HCI concentrado-agua (10:1:3) o como alternativa solucién de
alcohol amilico-acido acético-agua (2:1:1). También, es posible separar las

20



antocianinas en TLC sobre mezclas de celulosa y silica gel usando solventes

similares a los que se usa en cromatografia de papel (3).

D. Determinacion del valor Rf en cromatografia de papel y en cromatografia
de capa fina

Tanto en la cromatografia de adsorcidn como en la de reparto de fases es muy
importante la relacion entre la velocidad de movimiento del soluto y la velocidad
de movimiento del disolvente que se usé en el desarrollo, esta relacion se calcula
mediante la expresidn siguiente (50).

Velocidad de movimiento del soluto

Rf = (1)

 Velocidad de movimiento del disolvente

También puede expresarse de otro modo (33)

RE Distancia recorrida por el soluto
Distancia recorrida por el disolvente

(111)

Para separar los componentes de las antocianinas en cromatografia de papel se
puede utilizar los disolventes siguientes: BAW, BuHCI y HCI al 1% en agua. Para

separar las antocianidinas se utilizan los disolventes forestal y férmico (3).

E. Fundamentos fisicoquimicos de la cromatografia de papel

El método mas adecuado para identificar las antocianinas es usando
cromatografia de papel (3,50). Con muestras muy pequefias, microgramos a
miligramos, consiste en distribuir de forma diferencial el soluto entre dos fases,
inmovil o estacionaria (papel) hace la funcién de adsorbente y de soporte, y la otra
movil (disolventes o portadores), teéricamente se considera como si fuera platos
en serie en un columna de destilacion donde se encuentra el disolvente, donde
una porcion de la fase estacionaria se pone en equilibrio con la fase movil,
llegando a un equilibrio de reparto de fases entre ellos, la velocidad con que se
mueve el soluto depende de su solubilidad relativa en las dos fases denominado
“coeficiente de reparto”, es la relacion que existe entre la concentracion del soluto
en la fase estacionaria y la fase movil, cuando alcanza el equilibrio a una

determinada:
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A (Fase mévil)

K =

B(Fase sstacionaria)

Se debe considerar que, el adsorbente, el disolvente y la mezcla de los
componentes que se separan por cromatografia interactuan entre si, esta
interacciéon que hay entre los elementos en el sistema determina el grado de

separacion de los componentes (50).

La cromatografia por tanto resulta ser un método fisicoquimico, fundada en la
separacion de los componentes de una mezcla, por purificacién diferencial de
solutos, transportadas por una fase movil (portadores) generalmente esta
constituido por liquidos con alta presién de vapor y que en determinado momento
son retenidas selectivamente por una fase estacionaria inmovil que puede ser
sélida o liquida. El grado de resolucién es la minima distancia a los que pueden

hallarse 2 manchas que aun pueden distinguirse individualmente (50).

Aplicar el proceso cromatografico en papel consiste en calcular el punto de origen
de la mezcla donde se hallan las sustancias que se quieren separar, y determinar
la longitud de recorrido de la fase moévil visible durante el desarrollo. En
cromatografia de papel se usa papel Whatmann de diferente gradacién como:
Whatmann 1, 2, 3, 3MM, etc. , cuyas medidas superiores pueden ser 50x50 cm y
se pueden utilizar toda el area del papel en una cromatocabina vy tiras del papel;
en cuanto a los solventes estos se seleccionan segun su polaridad creciente
donde por su constante dieléctrica, el solvente mas polar es el agua que tiene 80
de polaridad, el metanol 31, el etanol 26, acetona 21, las menos polares son éter
de petréleo y hexano con 1,88, benceno 2,29, éter etilico 4,47, acetato de etilo
6,11, etc. (50).

F. Separaciéon de antocianinas y antocianidinas

Las antocianinas, se separan del material vegetal por extraccion con metanol-HCI,
para separar las impurezas del extracto se precipita con acetato de plomo, se
forma un complejo de plomo, para liberar las antocianinas del complejo se afiade
H2S (acido sulfhidrico), generado en un aparato de Kipp, donde se agrega pirita
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de hierro FeS2 y HCI para formar al H2S. el H2S al reaccionar con el complejo

antocianina de plomo da lugar a la reaccion siguiente:

Complejo antocianico de plomo + H,S — SPb + Antocianina

La antocianina libre se filtra para aislarla de los componentes de la solucion, se
realiza la cromatografia de papel a escala preparativa, luego se corta las tiras, a
cada una de ellas se extrae con metanol y se vuelve a realizar la cromatografia de
papel. Las antocianinas se identifican determinando los valores Rf de cada una de
ellas (12).

En cuanto a las antocianidinas estas se aislan por hidrolisis acida de las
antocianinas. Al material vegetal se anade 25mL de alcohol metilico y 3 mL de

HCI concentrado, se calienta a reflujo por 15 minutos. El proceso es el siguiente:

Antocianina + Solucidon de metanol + HCl — antocianidina + Azicar

La solucion obtenida se lleva a cromatografia en papel de filtro, en el sistema
Forestal: HCI concentrado - acido acético - agua (3:3:10), se obtiene una banda
ancha con la que se vuele a realizar otra cromatografia esta vez en los sistemas
forestal ya sefialado y férmico que es una solucion de HCI concentrado - acido
férmico - agua (2:5:3), las antocianidinas se identifican determinando los valores

Rf correspondientes (12).

1.2.8. Estabilizacion de las antocianinas

Las antocianinas son sustancias labiles, faciimente se desmejoran con la luz
solar, la temperatura, el cambio de pH, la humedad y el tiempo. Con la finalidad
de preservar sus caracteristicas quimicas y fisicas por un mayor periodo de
tiempo conocido como vida util, se busca estabilizarlos aplicando métodos tales
como: spray drying, freeze drying, gelificacion idnica, métodos de emulsion, y con
agentes estabilizadores usando goma adragante, pectina y otras formas de
estabilizacién como el uso de maltodextrina y goma arabica (29,30).
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Otra forma de lograr estabilizar las antocianinas, aunque poco usado porque es
un area especializada de los quimicos bioinorganicos, es mediante la formacion
de complejos de coordinacion usando metales atdéxicos como el Fe, Mg (51-53),
Zn, Cu (24,54-56). Los pigmentos antocianicos hace que el color de las flores,
rizomas, frutos, cereales sean diferente uno del otro, se ha revelado que el color
azul surge de un complejo de seis moléculas cada una de antocianina y flavona,
con un ion férrico, un ion magnesio y dos iones calcio. Donde los iones internos
de hierro y magnesio se alinean con tres moléculas de cianidina cada uno de
ellas, mientras en la parte externa estan los dos iones que se alinean con tres
moléculas de flavona cada una de ellas, estas estructuras le dan estabilidad al
color (53).

El mecanismo de formacion de un complejo de coordinacién de antocianinas con
un metal atoxico y mas bien necesario para el funcionamiento adecuado del
organismo caso del magnesio, puede tener lugar al hacer reaccionar la
antocianina con 6xido de Magnesio de alta pureza en presencia de HCI para
formar un quelato, que consiste en que los componentes antocianicos reaccionan
con el Mg** para formar un complejo hexacoordinado de geometria octahedral
[n®(antocianina)sMagnesio 11].6Cl-, donde las antocianinas actdan aportando como
ligantes sus pares de electrones libres a los orbitales vacios del cation Mg*™* que
se constituira en la esfera interna de coordinacién, mientras los aniones CI-
rodearan la esfera interna constituyendo la esfera externa de coordinacion,
produciéndose una interaccion electrostatica permanente entre la esfera interna
formada por las cargas positivas del Mg*™* y la esfera externa formada por cargas
negativas del CI (32,33).

Los complejos totales formados se deben hallar a un pH entre 4,5-5 formando
agregaciones de pigmentacion intermolecular e intramolecular que hacen que se

estabilice el color y tenga un alto grado de tincion (43).

En afan de estabilizar los colorantes antocianicos se usa varias sustancias que en
mayor o menor medida sirven a obtener la modificacion de los colorantes
naturales para uso alimentario que no son tdéxicas como los colorantes artificiales

como citaremos a continuacion:
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A. Maltodextrina

Es un polisacarido que se elabora por hidrolisis enzimatica o acida parcial usando
como materia prima almidén de arroz, maiz, patatas y trigo seguido de su
purificacion y luego secado por aspersion (57,58). Los fabricantes lo producen
convirtiendo el almidon en un polvo inodoro y casi insipido denominado
maltodextrina (59), como carbohidrato aporta 4 calorias por gramo de peso segun
el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), por ser un
polimero de cadena relativamente corta deberia llamarse un oligbmero, los
productos comerciales contienen menos de 20 unidades de glucosa, entre 3 a 17
unidades de glucosa por cadena (58). Se usa como aditivo alimentario y como
aditivo en farmacos como edulcorante y espesante (57,58), Es un ingrediente
complementario de edulcorantes como la sucralosa, la estevia. Se mezcla en
alimentos como proteinas en polvo, productos horneados, postres congelados,
pudines, rellenos, elaboracion de tartas, condimentos para alimentos, bebidas
deportivas, pero tiene varias contraindicaciones tales como el de incrementar la
glucosa en sangre resultando inapropiado su uso para diabéticos porque puede
elevar el nivel de glucosa en sangre, una forma de maltodextrina llamada fibersol
puede ayudar a prevenir el crecimiento de tumores en células humanas de cancer
de colon (58,60).

B. Estabilizadores obtenidos de plantas y animales

Las plantas contienen pectinas aislada de frutas que actuan como estabilizadores.
Son heteropolisacaridos, constituidos por polimeros acidos y neutros ramificados,
se hallan en la lamina media de la pared celular, posee la propiedad de regular el
pH y el balance ionico, lo son de 3 tipos: homogalacturonanos, galactorunanos,
rhamnogalactorunanos Il, estan presentes en la guayaba, platano, pera, durazno,
zanahoria y en las hojas de papaya, la pectina se digiere facilmente en el intestino
grueso(61-63), el colageno es aislado de pieles de animales, es una proteina
estructural de la matriz extracelular presente en el tejido conectivo abundante en
el cuerpo de los animales, porque actua en la formacion de tejidos: tendones, piel,
huesos (64,65), el agar procedente de algas, es un polisacarido ramificado
obtenido de la pared celular de las algas del género Gelidium, Eucheuma y
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Gracilaria (66,67), Lecitina de yema de huevos, semillas de soya, girasol, etc. Son
grasas del acido fosférico presente en las membranas celulares del que forma
parte la cadena empleada en la industria cosmeética y alimentaria. Se halla tanto
en animales como en vegetales, se separa de la grasa animal, de la yema del

huevo y de algunas semillas como soya (68,69).

C. Estabilizadores a base de complejo bioinorganico

Son aquellos que se forman a base de la interaccion de cationes de metales
monovalentes, divalentes y trivalentes con estructuras organicas como porfirinas,
antocianinas, quinonas, etc., siendo importante aquellos formados a base de
cationes divalentes como zinc y magnesio dos metales que se encuentran en las
células del organismo, el zinc que es necesario para el sistema de defensa del
organismo (sistema inmunitario), participa en la divisién y crecimiento celular, en

la cicatrizacion de heridas y en el metabolismo de los carbohidratos (33).

El magnesio de otra parte es importante porque regula la funciéon de los musculos
y el sistema nervioso, los niveles de azucar en la sangre y la presion sanguinea,
ayuda en la formacién de proteinas, masa 6sea y ADN, es el catién extracelular
mas abundante en el cuerpo humano catalizador de los sistemas enzimaticos, su
falta produce magnesemia que da lugar a la arritmia cardiaca y el sindrome de
Gitelman afeccidn del tubulo renal que produce alteraciones metabdlicas
minerales y del equilibrio acido-base que se produce por herencia autosémica

recesiva una afeccion genética que pasa de padres a hijos (60,70).

D. Complejo de coordinacion o quelatos de Mg** con antocianinas

Los complejos de coordinacion constituyen en un tipo especial de isomeria, es
decir, que teniendo la misma férmula molecular e igual proporciones de los
atomos que conforman la molécula, presentan estructuras quimicas distintas,
distribucion y geometria distinta y, por lo tanto, diferentes propiedades, esa
isomeria de compuestos inorganicos y bioinorganicos se da en mayor numero que
los que se produce cuando es en compuestos del carbono, en el caso que

sefalaremos referido a isdbmeros de coordinacion compuestos con coordinaciones
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anibdnicas y cationicas, cediendo pares de electrones que se distribuyen entre el

cation y el anion y que se denominan ligantes (71).

El magnesio al oxidarse pierde 2 electrones y abre 6 orbitales vacios para aceptar
los ligantes que le aportara los atomos de oxigeno de la antocianina, aqui el
magnesio actua como ion central Mg** (catidbn metalico) que posee la tendencia a
presentar casi exclusivamente un indice de coordinacidn de seis y geometria de
coordinacion octaédrica, contrariamente a otros metales, el magnesio representa
un atomo prototipo porque es un ejemplo de interaccion con los compuestos
organicos como lo es en el caso de la clorofila en las plantas que posee una
actividad enzimatica en reacciones bioquimicas de transferencia de grupos
fosfatos y otras reacciones de ruptura no oxidativa de acidos nucleicos por
ribozimas y nucleasas (33), activadoras de enzimas que participan en rutas de
importancia biolégica, fundamentalmente como la glicolisis, la de los &cidos

carboxilicos o la de la sintesis de las pirimidinas (33).

Por eso, el complejo metal antocianina se diferencia sustancialmente de los
colorantes sintéticos que solo aportan color y buena presentacion a los productos
carnicos, lacteos, grasos, farinaceas y a las bebidas, pero sin ningun aporte como
coadyuvante de la salud, mas bien aportando toxicidad a productos que se usan
en la alimentacion humana. El ion magnesio para captar los ligantes de las

antocianinas apertura 6 orbitales vacios.

¥ ¥
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153’E’2px’2p}r’2pz’ 352 ’ 3dxy * 3dyz

3px 3py 3pz

Magnesio (Il) con 6 orbitales vacios que pueden ser ocupados para formar un
complejo hexacoordinado de geometria octahedral.
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Figura 5. Complejo de coordinacion o quelato hexacoordinado de geometria
octahedral del magnesio con antocianina

Cuando el Mg** o ion central comparte sus orbitales vacios 3s?, 3px, 3py, 3pz y 2
orbitales como 3dxy y 3dyz se halla expedito para formar con las moléculas de
antocianinas que aportan un par de electrones de sus atomos de oxigeno como
ligantes para la formacién del complejo de coordinacion con un indice de
coordinacion seis y geometria de coordinacion octahédrica, se forma un isémero
que nos es comun en la quimica del carbono (71), esto quiere decir que el ion
Mg** puede ligarse con 6 moléculas de antocianinas para formar el complejo

[n®(antocianina)sMagnesio 11].6CI

.6CI
—

Esfera externa

Esfera Interna

Figura 6. Estructura del [n®(antocianina)sMagnesio 11].6CI-
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Ligazdn conocida de como: seis hapto porque liga con orbitales sigmas sp mas no

con orbitales p; que formaria orbitales moleculares n (pi)

Cada oxigeno del sustituyente fendlico de las moléculas de antocianinas aporta
un par de electrones conocido como ligante, que ocupan los orbitales vacios del
Mg** para formar una esfera interna de coordinacion mientras el anién cloro (CI°)
que participa en la formacién del complejo de coordinacién interactua con las
capas positivas del catibn Mg**, ocurriendo la siguiente reaccién: MgO + 6HCI| —
Mg + 6CI + H20.

El anion cloro (CI'), rodea a la llamada esfera interna de coordinacioén y como tal

forma una estructura como la siguiente.

Esfera interna
de coordinacion

Esfera externa
de coordinacion

Figura 7. Esfera interna y externa de coordinacién del complejo

De este modo al llenarse la esfera interna de coordinacion rodeando a ésta se
encuentra los aniones CI- produciéndose una interaccion electrostatica de cargas
positivas con cargas negativas. Este producto es una derivatizacion de la
antocianina, un complejo bioinorganico tratando de imitar de algun modo a la
clorofila que es un producto metabdlico relevante de la vida vegetal y de la

supervivencia de las especies animales y del ser humano (33).

1.3. Definicion de términos basicos

El magnesio. Es un metal divalente que desempefia un papel vital en muchos
procesos celulares, en una serie de actividades metabdlicas, esta asociado a una
variedad de enzimas que controlan el metabolismo de los carbohidratos,

proteinas, grasas y los electrolitos. Varios cientos de enzimas dependen directa o
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indirectamente del magnesio. Entre ellas, las mas importantes son las que
hidrolizan y transfieren grupos fosfato, incluidas las enzimas que intervienen en
las reacciones de produccion de energia y ATP (70,72). El magnesio como metal
tiene la propiedad de formar con los atomos de otras moléculas complejos

hexacoordinados sp3d?, con una geometria octaedral (33).

Compuestos de coordinacion. Son complejos isoméricos formados por un
atomo o ion central (generalmente un metal) que posee orbitales libres para
aceptar pares de electrones o ligantes de los atomos de otro compuesto que

forma parte del complejo y que adopta innumerables formas geométricas (33,73).

Antocianinas. Son moléculas polifendlicas derivadas de 2-fenil-cromano (41), se
encuentran en todas las plantas vasculares (3) son responsables de la
adaptabilidad de las plantas al medio ambiente donde se desarrollan (40), son
una clase de compuestos heterociclicos denominados flavonoides que son
solubles en agua, intervienen en la formacién del color, las antocianinas mas

comunes son: cianina, delfinina, pelargonina, petunina, malvina y peonina (3).
Antocianidinas. Son compuestos que se forman biosintéticamente a partir de los

flavanonoles por saturacion de estos en posiciones 1y 2, 3y 4 y se denominan

Cianidina, delfinidina, malvidina, peonidina, petunidina y pelargonidina (3,41,46).
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Formulacion de la hipotesis

Los pigmentos antocianicos que contiene el tubérculo de D. trifida L (sachapapa
morada) pueden identificarse por cromatografia de papel y estabilizarse por
acoplamiento con magnesio y por intervencion del acido clorhidrico formandose

isdbmeros denominados complejos de coordinacion.

2.2. Variables de estudio y su operacionalizacion

2.2.1. Variable de estudio

Presencia de antocianinas. Pigmentos presentes en D. trifida L.

Caracterizacion. Es la identificacion de los pigmentos de D. trifida L. por

cromatografia de papel.
Estabilizacion de antocianinas. Los pigmentos son estabilizados cuando se

forman complejos de coordinacion por acoplamiento de las antocianinas con el

magnesio en medio acido.
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2.2.2. Operacionalizacion de variables

Variable de Definicion operacional Tipo por Indicadores Categoria Valores de )
) Escala de Medios de
estudio naturaleza o las o
medicion . verificacion
categorias

Presencia  de | Los colorantes obtenidos de los tubérculos de D. | Cualitativa Extracto pigmentado Nominal Ninguna Ninguna Registro de la

pigmentos trifida L., fueron extraidos con metanol y HCI al solucion de color

antocianidos en | 1%, estos pigmentos son la mezcla de varias violeta oscuro.

D. trifida L antocianinas.

Para obtener las antocianidinas, el extracto
metandlico fue hidrolizado con acido clorhidrico al
1% obteniéndose las correspondientes agliconas.

Caracterizacion | Para identificar las antocianinas se realizé una | Cuantitativa Valor Rf x100 en BAW Razén Ninguna Ninguna Registro de
corrida en cromatografia de papel, utilizando Valor Rf x100 en HCl 1% | Razodn Ninguna Ninguna cromatografias en
como solvente resolucion los sistemas BAW (n- papel.
butanol-acido acético-agua) y HCl al 1%. Valor Rf x100 en Forestal | Razdn Ninguna Ninguna

. . L Valor Rf x100 en formico | Razoén Ninguna Ninguna Registro de
Para identificar las  antocianidinas por ]
cromatografias en
cromatografia de papel se us6 como solventes de papel
resolucion el sistema forestal y formico.
Estabilizacion La muestra del pigmento liquido se hizo | Cuantitativa | Colorestable Razén Ninguna Ninguna Registro de datos en

de antocianinas

reaccionar con HCl y MgO formando complejos

de coordinacién con las antocianinas presentes.

el potenciémetro
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CAPITULO IIl: METODOLOGIA

3.1. Disefio metodolégico

El tipo de investigacion fue analitico, porque incidié en el analisis comparativo de
los resultados obtenidos con los que describe la literatura en estudio realizados

con otras plantas cuyos componentes son de naturaleza antocianica.

El diseno es experimental porque las variables de estudio se manipulan y se
realizan modificaciones en su estructura original, pero la muestra no se toma
aleatoriamente tampoco los resultados obtenidos, dado al grado de exactitud y

precisidon de los equipos de medicion (74).

Este proceso experimental sigue un diseno algoritmico, es decir, que se establece
un conjunto de operaciones y procesos que sefialan los caminos criticos que se

debe recorrer hasta su concrecion final.

3.2. Disefio muestral

En este trabajo no se precisa diseno muestral, no se necesita esquema de
muestreo a utilizar, ni es necesario determinar el tamano y procedimiento de
seleccidén y distribucion de la muestra, tampoco el muestreo es probabilistico para
determinar y estimados ya que el 6rgano de la planta (tubérculo) que se toma
como material de estudio tiene los mismos componentes en cada uno de las
unidades que forman el conjunto de la muestra que se toma para el estudio, de
suerte que no requiere de un diseno aleatorio de otro lado las mediciones que se
hacen de la materia prima y del producto que se obtuvo son invariablemente
idénticos y se miden con alta exactitud y precision que no se observa variaciones

0O sesgos.

Poblacion de estudio
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Esta constituido por tubérculos de la especie vegetal D. trifida L. (sachapapa
morada) de cultivares del centro poblado de Nuevo Oriente, Distrito de Mazan,

Provincia de Maynas, Region Loreto.

Tamafo de la muestra

Se recolectd 1kg de tubérculos de D. trifida L. para el estudio.

Criterio de seleccién

Criterios de inclusion: se seleccionaron tubérculos con mayor desarrollo, sanos
y grandes.

Criterios de exclusion: se descartaron tubérculos atacados por hongos que

pudieran desnaturalizar las antocianinas.

3.3. Procedimiento de recoleccion de datos

Se disefid un conjunto de pasos en una secuencia ordenada como requiere seguir
para la identificacion de los pigmentos y los procesos que se sigue en la

estabilizacién de los pigmentos (ver diagrama de bloque).
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Figura 8. Diagrama de bloques del estudio identificacion y estabilizacion de
antocianinas de D. trifida L

A.l. Recoleccién de la muestra vegetal, La muestra de D. trifida L. se recolecto
en los cultivares del centro poblado de Nuevo Oriente, distrito de Mazan, provincia
de Maynas, Region Loreto. Ubicada entre las coordenadas georreferenciales
392,13',33" Sury 732,10',02" Oeste, altitud 108 msnm.

Se procedié a desenterrar y seleccionar los tubérculos de 3 plantas y se coloc6 en
una bolsa de plastico y se llevo al laboratorio de fitoquimica y productos naturales
de la facultad de Ingenieria Quimica de la UNAP. Se tom¢ fotografia de la planta,
para documentar el estudio, se cortd un trozo de liana con hojas y el tubérculo y

se llevo al Herbarium amazonense CIRNA-UNAP para su identificacion botanica.

A.2. Certificacion de la especie, la planta con el tallo (liana), hojas y tubérculo
fue identificado en el Herbarium Amazonense CIRNA-UNAP, por el especialista

35



en taxonomia vegetal expidiéndose la constancia de certificado de la especie

vegetal como D. trifida L (ver anexo 1).

A.3. Lavado, en el laboratorio los tubérculos de sachapapa morada fueron
lavados con abundate agua corriente y agua destilada para eliminar la tierra y

adherencias en la corteza o cascara.

A.4. Descascarado, con un cuchillo se quité la cubierta externa conocido como
periderma, dejando libre el cortex, el tejido vascular u cambium y la medula,
zonas del tubérculo (zona subterrdnea) donde se halla fijado el colorante sobre un

cuerpo farinaceo.

A.5. Rallado y extraccion, el cértex, el tejido vascular, el cambium y la médula se
pasan por un rallador fino, las particulas se recogen en un vaso de vidrio, de cual

se tomd 0,5kg y se agregd 600mL de metanol y gotas de HCI.

A.6. Filtracion, la mezcla solido-liquida se filtré utilizando un embudo Buchner
acoplado a un matraz de Kitasato y haciendo vacio con bomba de 0,1 militorr. Se
lavo el filter cake (afrecho) con metanol para agotar el colorante que puede estar

todavia retenido en la torta, se obtuvo un filtrado de 600mL de color purpura.

A.7. Desengrasado, el filtrado se trasvaso a un embudo de separacion de 2 litros,
se agrego éter de petrdleo y se agité por ¥z hora, se separo la fase sobrenadante
a base de éter de petroleo y los lipidos extractados que se hallaban en el filtrado
original. Se tomo el filtrado desengrasado constituido por la capa inferior que es la
capa acuosa-metanolica que contiene el colorante. Se calenté levemente a 70°C

para eliminar el remanente de éter.

A.8. Concentracion, la solucion metandlica-acuosa se concentré6 a 1/6 de su
volumen en rotavapor a 35°C de temperatura a fin de evitar la desnaturalizacion
del colorante hasta obtener 120mL de concentrado se repartié del modo siguiente:
50mL para realizar la cromatografia de papel para determinar las antocianinas y

antocianidinas, 20mL para determinar el colorante total como extracto seco
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(rendimiento), 50mL de solucion para las pruebas de estabilizacién del colorante
con MgO y HCI.

A.9. Determinaciéon de la humedad, se tomé 5g de D. trifida L., se cortd en
trocitos se puso en una capsula metalica de fondo plano y se llevo a la estufa a
1002C por 3 horas. Se retird la capsula de la estufa y se dejé enfriar en un
desecador de vidrio, cuando estuvo a la temperatura ambiente de 30°C se volvio a
introducir la capsula dentro de la estufa, manteniéndose en ella 72 hora y se peso6
obteniéndose un peso constante que indicé que eso es el valor de humedad

relativa (anexo 3).

A.10. Secado, se tomo el extracto de 20mL y se llevd a un vaso de precipitado de
100mL se calenté en un calentador con control reostatico a una temperatura de
68°C hasta sequedad para no desnaturalizar el calor, se dej6 enfriar y luego con
una pequena espatula se quito el solido adherido al vaso, se trituré6 en un mortero

y se pesoé en balanza analitica, ver calculos (anexo 3).

A.11. Separacion de antocianinas del colorante por cromatografia de papel
y su identificacion, se tomé 20mL del concentrado de D. trifida L (sachapapa
morada) y se afadié unas gotas de acido clorhidrico concentrado, luego fue
llevada a cromatografia preparativa o de purificacion en una lamina de papel
Whatmann de 50cm largo por 25 de ancho se aplico la solucién sobre el papel a
10cm del origen para luego ser introducido en la artesa cuidando de que el origen
de la muestra este a 2cm libre de la artesa y se corrié en forma descendente por
12 horas, se us6 como solventes de resolucion HCI al 1% y BAW y se determino
los valores de Rf de las 4 franjas que se resolvieron en ambas laminas (ver anexo
4).

A.12. Identificacién de las antocianidinas por cromatografia de papel

Hidrdélisis acida de las antocianinas de D. trifida L para obtener en forma de
antocianidinas (agliconas)

Se tom6 50mL de extracto metandlico y se agregd 6mL de acido clorhidrico
concentrado, se llevo a un destilador de reflujo y se calenté por 20 minutos a
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702C. La solucion obtenida fue llevada a cromatografia preparativa o de
purificacion en una lamina de papel Whatmann de 50cm largo por 25 de ancho en
forma descendente se aplico la solucidn sobre el papel a 10cm del origen para
luego ser introducido en la artesa cuidando de que el origen de la muestra este a
2cm libre de la artesa y se corrio por 20 horas en forestal una solucién a base de
HCI concentrado - acido acético — agua (3:3:10) dio como resultado una banda

ancha de color purpura.

Esta banda se cort6 se picd en pequefios trocitos y se extrajo con metanol y se
filtr6 en un Buchner para después pasar por bomba de vacio a fin de conseguir
mayor cantidad de colorante, la solucion metandlica colorida se repartio en dos
alicuotas se aplicaron las soluciones sobre 2 papeles de filtro de 50x25cm y se
recromatografiaron también en forma descendente aplicando nuevamente el
sistema forestal y el sistema férmico que es una mezcla de HCI concentrado -
acido férmico - agua (2:5:3) se obtuvieron 4 bandas a los que se les determino el
valor de Rf para establecer comparacion con los valores de la literatura (ver anexo
5).

A.13. Estabilizacion del colorante

Para estabilizar las antocianinas se hizo la reducciéon del ion flavilo, mediante la
reaccion de o6xido de magnesio con HCI en solucidon metandlica acuosa, la
reaccion es la siguiente:
1er paso: Reaccion de MgO con HCI

MgO + 2HCI — Mg** + 2CI" + H20 (1)
2do Paso: el cloro de la reaccion (1) en forma de 2 CI- (anién) va formar la esfera
externa de coordinacion del complejo de coordinacion de la antocianina que

actuan como ligante del cation Mg**.

3er paso: el magnesio como cation Mg** toma la forma siguiente:

(H 1L 1L 1L 1l soocup o.ocup o.0cup O.0CUp O.0CUP O.0cup o.noOcup oone Ooup o.no E'r':t_t:-)
=
= Pact ' tpe'2py'2pz’ 35¢ 7 3px C 3py  3pz C 3dwy | Adyz | 3de 3dwi-yi' 3dz

Forma que toma los orbitales del cation magnesio
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Pero debemos senalar que el Mg**, presenta casi exclusivamente un indice de
coordinacion de seis, esto quiere decir adopta 6 orbitales vacios para aceptar 6
ligantes, dado por 6 pares de electrones de 6 moléculas de antocianinas para
formar los complejos hexacoordinados con una geometria octahédrica (33). El
magnesio cuando se oxido por accion del HCI perdié un par de electrones del
orbital 3s, y abridé 5 orbitales ocupables que son 3px, 3py, 3pz, 3dxy, 3dyz siendo los
orbitales 3dxz, 3dx?%2 y 3d:2 no ocupables, que permitirdn la formacion del
complejo de coordinacion.

El magnesio con los 6 ligantes aportados por 6 moléculas de antocianinas
representa la esfera interna de coordinacion, mientras los iones Cl- (aniones)

rodeando al magnesio y las antocianinas forma la esfera externa de coordinacién.

A.14. Procedimiento para la obtencién del complejo de estabilizacion de las
antocianinas de D. trifida L

Este proceso es una reaccion de derivatizacion de 6 antocianinas con el

magnesio y el cloro para formar en un quelato o complejo de coordinacién

Base de calculo

Se tom6 40mL de extracto metandlico del tubérculo de D. trifida L que equivale

0,619 del extracto seco para realizar las pruebas de estabilizacion (ver anexo 6).

Procedimos a establecer la relacion estequiométrica basado en la ley de Proust o
Ley de Las Proporciones definidas, se us6 MgO y HCI como los reactantes.

Procedimos a obtener una solucion idénica de 6Mg** y 6CI- del modo siguiente:
6MgO + 6HCI — 6Mg** + 6CI- + 3H20 + 3071 (lI)

Estequiométricamente esta reaccion ponderal expresa las relaciones cuantitativas
que se establecen entre estas sustancias que con sus respectivos pesos

intervienen en la reaccion tal como expresamos en |l:

Donde 6MgO + 6HCI son los reactantes y 6Mg** + 6CI- + 3H20 + 3071 son los
productos obtenidos, y expresados en peso molecular (ver anexo 6).

39



6MgO + 6HCI — 6Mg*™ + 6CI- + 3H20 + 3071 (lll)
Nétese que la flecha en 3071(gas) indica que es volatil

De acuerdo con la ley de conservacion de la masa, la masa de los reactantes
debe ser igual a la masa de los productos que se formaran. Para trabajar con
masas mas pequenas se procedid a dividir con la masa del magnesio todas las

masas de otras sustancias involucrados en la reaccion (ver anexo 6)

Pero se debe distinguir que el HCI actuard en las reacciones como reactante
liquido para llevar su volumen a masa para asi conocer su densidad a fin de
considerarlo en peso (g), la densidad del 4cido es 1,164g/mL, pero estos calculos

se pueden observar en el anexo 6.

De estos productos solo son significativos Mg** y CI-; H20 y O~ no van a intervenir
en la reaccion. Esta solucion idnica reaccionara con la antocianina para formar el
producto, como se muestra en la siguiente reaccion, para calcular la masa de
antocianina que interviene en la reaccion se tomé como base de calculo, la masa

del magnesio que es el reactivo limitante.

Una vez obtenida la reaccion idnica, el Mg** y el CI- se convierten en reactantes
qgue van a reaccionar con las antocianinas para dar un producto segun la reaccion

siguiente:

6Mg** + 6CI + Antocianina — Producto

Producto: [n®(antocianina)sMg (11)].6CI- o [hapto®(antocianina)sMagnesio (I1)].6CI-

(ver calculo anexo 6)

3.4. Procesamiento y analisis de datos

3.4.1. Identificacidén de los componentes antocidnicos por cromatografia de

papel monodimensional

Se obtuvo 4 antocianinas utilizando cromatografia de papel monodimensional
descendente con solventes como BAW y HCI al 1% (fase movil). Se us6 laminas
de papel Whatmann de dimensiones 50x25cm (fase estacionaria). Se midieron las
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distancias que ha recorrido la mancha (spot) del soluto en cm y la distancia que
ha recorrido el eluyente denomina frente del solvente del punto de origen desde el
cual se inicid6 la corrida, con estos datos se determinaron los valores Rf
correspondientes de las antocianinas separadas del extracto colorido (ver anexo

4); la férmula es el siguiente (50).

R Distancia recorrida por el soluto (cm)
Distancia recorrida por el solvente (cm)

3.4.2. Identificacidn de las antocianidinas por cromatografia de papel

monodimensional

Se obtuvo 4 agliconas utilizando cromatografia de papel monodimensional
descendente con solventes el sistema forestal: acido clorhidrico concentrado -
acido acético - agua y férmico: acido clorhidrico concentrado - acido férmico -
agua respectivamente. Se usé laminas de papel Whatmann de dimensiones
50x25cm. Se midieron las distancias que han recorrido las manchas (spots) del
soluto en cm y la distancia que ha recorrido el eluyente denomina frente del
solvente desde el origen punto de inicio de la corrida con estos datos se
determinaron los valores Rf correspondientes a las antocianidinas presentes en el
extracto (ver anexo 5); se uso la misma formula anteriormente indicada en 3.4.1.

para determinar Rf de las antocianidinas (50).

3.4.3. Estabilizacion de las antocianinas

Para estabilizar los colorantes antocianicos presentes en el extracto se usé acido
clorhidrico y 6xido de magnesio en solucion metandlica acuosa, la reaccion del
oxido de magnesio con acido clorhidrico formé solucién i6nica de Mg** y CI, el ion
magnesio utiliza 6 orbitales vacios para formar la esfera interna de coordinacion
del complejo y el ion cloro actua rodeando la esfera interna y forma la
denominada esfera externa de coordinacion del complejo, cuya estructura al ligar
con seis moléculas de antocianinas a través de sus oxigenos forma el complejo

hexacoordinado de geometria octaédrica (33).
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3.4.4. Determinacion de pH

Se prepard con el complejo sélido obtenido una solucién al 10% diluyendo en
25mL de agua destilado. Se tomo el potenciémetro digital Baltalab, se introdujo el
electrodo en la muestra y la lectura arrojé un pH acido, medicion que es directa e

instantanea.

3.4.5. Célculo de la estabilidad del colorante en funcién de la absorbancia Vs
el tiempo

Se determind en el equipo de espectrofotometria Unico 2800, midiendo la
absorbancia a una longitud de onda maxima de 520nm de una solucién del
complejo formado, el dia de la sintesis y luego, a los 4 meses, 6 meses, 8 meses
y 10 meses respectivamente tiempos que se hallan en el limite del desarrollo del
estudio con los que se realizd su proyeccion, hasta 36 meses (3 afios) usando el
método estadistico de Minimos cuadraticos (75). Tomando la absorbancia de 2 a
un tiempo cero y variaciones minimas de esta absorbancia hasta el décimo mes
los sucesivos meses fueron calculados mediante la ecuacién de la recta:

vy =a+mx

Con cuya expresion se calcul6 el intercepto “a” y la pendiente “m”, valores que
sirvieron para determinar las variaciones que sufre la absorbancia en funcién del
tiempo transcurrido hasta el 36 mes (3 anos) en que se observa una minima
variacion de la absorbancia de 0,1 en el primer valor decimal de la absorbancia
que consideramos significativa para establecer el limite del tiempo conocido como
vida util, los datos medidos con los que se proyectd el tiempo de vida util del

colorante se muestran en el (anexo 7)

3.5. Aspectos éticos

La recolecté tubérculos maduros que cumplieron el ciclo de desarrollo de la
planta. En cuanto al uso de reactivos para la experimentacion, se uso cantidades
muy pequefias que los residuos generados no afectaron al medio ambiente.
Ademas, estos reactivos se han transformado en productos con las que perdieron

su capacidad toxica, convirtiéndose en inofensivos para el medio ambiente y la
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salud humana. De otro lado, no se realizé pruebas biologicas en animales y

tampoco en seres humanos.
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CAPITULO IV: RESULTADOS.

4.1. Rendimiento de antocianinas

Se logré extraer 9g de colorante, que represent6 un rendimiento porcentual de 6%

(ver anexo 3).

4.2. Caracteristicas fisicoquimicas: comportamiento de las antocianinas
segun el sistema de solventes

Antocianinas: Corridas en cromatografia de papel

Valores Rf x 100

Antocianinas De D. trifida L. Muestra estandar
BAW HCI 1% BAW HCI 1%
Cianina 37 19 37(3) 19 (3)
Malvina 31 22 31 (6) 22 (49)
Peonina 23 17 23 (6) 17 (5)
Pelargonina 32 23 32(3) 23 (3)

BAW: [n-butanol-acido acético-agual, (calculos ver anexo 4)

Antocianidinas: corrida en cromatografia de papel

Valores Rf x 100
Antocianinas

De D. trifida L. Muestra estandar
Forestal Formico Forestal Formico
Cianidina 49 22 49 (3) 22 (3)
Malvidina 60 27 60 (3) 27 (3)
Peonidina 29,5 30 29,5 (3) 30 (3)
pelargonidina 68 33 68 (3) 33 (3)

Forestal: [HCI concentrado-acido acético-agua]
Foérmico: [acido clorhidrico concentrado-acido formico-agua]
(célculos ver anexo 4)

4.3. Colorante de D. trifida L. estabilizado
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Tabla 5. Caracteristicas del colorante estabilizado de D. trifida L.

Color del . Peso Vida atil
Nombre pH  Solubilidad
complejo obtenido  estimada
[n®(antocianina)sMg 11].6CI- Azul En etanol
. 3,78 2,086 36 meses
Intenso y agua
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CAPITULO V: DISCUSION

Dioscorea trifida L. es una especie que crece en regiones tropicales (9,76-78) y
subtropicales (5). Es utilizada por su valiosa propiedad nutricional por el alto
contenido de carbohidratos que posee (84%) (77,79), debido a ello se pretendio
sustituir parcialmente a la harina de trigo para elaborar panes que no contengan
gluten nocivo para el revestimiento del intestino delgado y produce el esprue
celiaco (8,9,78); pero mayor aun es su importancia por el contenido de pigmentos
antocianicos (6,76) que le conceden propiedades benéficas para la salud humana
por su alta capacidad antioxidante que evita el estrés metabdlico que induce
cancer (20,78,80-82).

Para extraer el colorante matriz de una especie vegetal, es usada diferentes tipos
de solventes y diferentes técnicas para aislarlos y purificarlos sus componentes,
entre ellas se tiene cromatografia de papel, de capa fina, cromatografia de gases,
HPLC, etc. (82). De D. trifida L. de Venezuela fue extraido 53mg de antocianina
en 100g/100 de extracto, y por intercambio catidnico fue aislado y purificado cada
componente antocianico (6). En nuestro estudio se extrajo 9g de colorante en
150g de muestra, pero el aislamiento y purificacion se hizo por cromatografia de

papel donde se identificé 4 antocianinas.

Asimismo, Alberca (7) extrajo 253,584mg de antocianinas totales por cada 100g
de muestra humeda, pero no logré identificar los componentes que posee el
colorante. En otro estudio, el colorante de D. trifida L. fue extraido por
atomizacion, pero los componentes presentes en ella no fueron aislados ni
identificados (2), en estos dos estudios solo se limitaron a extraer el colorante,
mientras que en nuestro estudio se aisl6 e identificd los componentes presentes
del colorante. Por otra parte, el colorante de D. trifida L fue extraido en forma de
pasta (77), también fue extraido almidon de color por la presencia de antocianinas
(76), pero no fue aislado ni cuantificado el contenido de antocianinas. En estos
estudios no se separ6 el colorante matriz menos sus componentes, solo se
obtuvo una pasta con contenido de almidones y otros componentes incluido los

colorantes antocianicos, mientras que, en el trabajo que se realizd se extrajo el
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colorante matriz de D. trifida L. y se cuantifico. Ademas, se identificoé sus
componentes y se estabilizo el colorante. De otra parte, las antocianinas también
fueron extraidos de otras especies de Dioscorea tales como Dioscorea alata L. del
que fue extraido 282g de colorante que representa el 5,22% de rendimiento,

relativamente menor el rendimiento del colorante respecto a D. trifida L (82).

En lo referente al aislamiento y purificacion de compuestos antocianicos, en D.
trifida L. de la amazonia peruana se aislé cuatro antocianidinas que proceden de
las agliconas de cianidina, peonidina, malvidina y pelargonidina, asi como cuatro
antocianinas: cianidina-3-rhamnosil-glucésido, peonidina-3,5-diglucésido,
malvidina-3,5-diglucésido y pelargonidina-3,5-diglucosido. Sin embargo, en D.
trifida L de Venezuela se aisléo tres antocianinas una que procedia de las
agliconas de peonidina y dos que procedian de malvidina (6). Ademas, de la
especie procedente del valle del alto Huallaga Tingo Maria (Peru), fue aislado
doce antocianinas, estas antocianinas proceden de las agliconas de cianidina,
peonidina y pelargonidina (5). Estos estudios muestran que, una misma especie
difiere en la produccibn de metabolitos secundarios, estas diferencias
basicamente pueden estar relacionados a las condiciones medioambientales
(20,38,83,84), presencia de metales que toma la planta del suelo, por proceso de

copigmentacién intramolecular, rotacion y degradacion (43).

En D. trifida L. de Filipinas fue aislado ocho antocianinas, de los cuales cuatro son
aciladas de tipo cianidina y peonidina y los cuatro restantes son desconocidos
(82). Asimismo, de cepas de D. alata L procedente de Tailandia fue identificado
11 antocianinas, cuatro son cianidinas glucosiladas, cinco son de tipo alatanina B,
C, G, E y unisémero de E y dos desconocidos (85). De D. trifida L. y la especie D.
alata L. difiere en cuanto a la produccién de componentes antocianicos que
posee, como ya se sefald anteriormente, estas diferencias pueden estar

influenciados a las condiciones medioambientales donde se desarrollan.

En D. trifida L. de la amazonia peruana se identificd cuatro antocianinas mediante
la determinacién de sus valores Rfx100 por cromatografia de papel corridas en
sistemas BAW y en acido clorhidrico al 1% estos son: cianidina-3-rhamnosil-
glucosido, peonidina-3,5-diglucésido, malvidina-3,5-diglucésido y pelargonidina-
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3,5-diglucésido, mientras que, de D. trifida L. procedente de Venezuela fue
identificado tres antocianinas tales como peonidina-3,5-diglucosido, malvidina-3,5-
diglucosido y malvidina-3,5-diglucosido-acido ferulico (6), de estos tres solo dos
componentes antocianicos fueron similar al de nuestro estudio. Se observa que, la
presencia de la molécula compleja malvidina-3,5-diglucosido-acido ferulico
encontrada como pigmento antocianico evidencia la variacion intraespecifica de
los componentes que posee una misma especie vegetal segun el lugar donde
crece, a pesar de ser una misma especie. Ademas, la especie que crece en
Venezuela no contiene cianina ni pelargonina. Esta variabilidad puede estar ligada
a las condiciones medio ambientales y a la variabilidad genética de la especie
(20,38,83,84). Por otra parte, la concentracion de compuestos antocianicos esta
relacionado con el ciclo de desarrollo del tubérculo (estado de madurez) (20,22),
condiciones estacionales, y que la luminosidad y temperatura son las principales

variables ambientales que regulan la sintesis de estos compuestos (20).

En D. trifida L procedente del alto Huallaga (Peru), fue identificado doce
antocianinas por HPLC-DAD-ESI/MS tales como: cianidina-3-O-glucésido-5-O-
glucésido, pelargonidina-3-0O-glucésido-5-O-glucésido (pelargonidina-3,5-

diglucésido), peonidina-3-O-glucosido-5-O-glucésido, peonidina-3-O-glucdsido,

cianidina-3-O-P-cumaroil-glucésido-5-O-glucésido, antocianina-acilada,
pelargonidina-3-O-P-cumaroilglucésido-5-O-glucosido, peonidina-3-O-
feruloilglucosido-5-O-glucésido, petunidina-3-O-P-cumaroilglucésido-5-O-

glucésido, antocianina acetilada y un derivado de la peonidina (5), como se podra
observar de estos resultados, once compuestos estan bien identificados, pero un
compuesto es senalado como derivado aislado de la peonidina quiere decir que
tiene una estructura molecular incierta eso se debe al producto de la
copigmentacion intramolecular (43), las moléculas de azucar en la posicion 3 de
las antocianinas se agregan otras sustancias, como cafeatos, acido ferulico o
grupos acilos parecidos, que al pasar por el espectro de masas al ionizarse sufre
una ruptura multiple y resulta complicado su recomposicion Mc-Lafferty, caso de

las antocianinas azul celeste (43).

El color que muestran las flores, granos, tubérculos y otros 6rganos de un vegetal
a excepcion de los centrospermeae donde estan presentes betalainas (3) se debe
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a la presencia de compuestos antocianicos, cuando son extraidos del material
vegetal se desmejoran con mucha facilidad por varios factores tales como
exposiciones a la luz, temperatura, oxidacion, etc., a la fecha se ha realizado
varios intentos de estabilizar estos colorantes con la finalidad de prolongar su vida
util de modo que pueda definitivamente reemplazar a los colorantes sintéticos

toxicos en la tincidn de alimentos

Para lo cual se han buscado compuestos naturales estabilizadores, tales como
compuesto de inclusion que actuaran como hospedero, mientras que el colorante
es meramente un huésped se conoce como proceso de encapsulamiento y, la
segunda mediante la formacién de complejos de coordinacidon con iones metalicos
divalentes o trivalentes, que forman un solo cuerpo molecular de estructura
bioinorganica también denominados quelados en la que una o varias moléculas
organicas rodean y se enlazan a un ion metalico obteniéndose su estabilizacion y

alargando su vida util (33).

El complejo antocianico del cation Mg** hexacoordinado rodeado del aniéon CI- en
numero de 6 que obtuvimos se denomina [n%(antocianina)sMagnesio (I1)].6CI,
porque el magnesio reacciona con orbitales o (sp-sp) de grupo fendlico de la
antocianina; mas no con los orbitales atomicos n (p-p) que forman orbitales
moleculares n porque la reaccion no tiene lugar con los dobles enlaces
conjugados del benceno o del cromano. La postulacion de esta estructura
molecular obtenida estd basada en las consideraciones estequiométricas de los
reactantes impuestos por los orbitales que seran ocupados por 6 pares de
ligantes y dan lugar a la estructura sp3d? hexacoordinado y que configuran una
estructura geométrica octahedral. Ya que no se dispone de un equipo de
resonancia paramagnética electréonica (EPR), resonancia magnética nuclear y
espectrometria de masas; la postulacion de la estructura se basa en las teorias de
la formacion del complejo de modo que la estabilizacion del colorante extraido de

D. trifida L se realizd por derivatizacion del colorante mediante una reaccion
estequiometricamente balanceada que genera un complejo de coordinacion
hexacoordinado de estructura octahedral que denominamos
[n8(antocianina)sMagnesio (I1)].6CI; cuya formula se dedujo en funcion de la
participacion de cada componente de la reaccion y el comportamiento del ion
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magnesio como dador de orbitales sp3d? (33), que ademas del orbital 3s? vacio,
cuando se transforma en Mg**, apertura los orbitales 3px, 3py, 3pz, 3dxy y 3dyz para
que los ligantes llenen estos orbitales vacios para formar el complejo antocianina

y hexacoordinado de estructura geométrica octahedral (33).

Ademas, la capacidad de formar tales complejos esta relacionada con una
disposicion orto-dihidroxilo en el anillo B, de modo que mientras los glucésidos de
cianidina, delfinidina y petunidina pueden formarse, los de malvidina,
pelargonidina y peonidina no pueden formarse (3). Si bien los iones metalicos
pueden influir en la estabilidad del color de un colorante, por ejemplo, la cianidina
puede quelarse con aluminio dando un efecto protector al colorante, pero
peonidina no (55). Por tanto, no todas las antocianinas pueden quelarse con un
ion metalico especifico. Ademas, el pH es un factor que influye para que ocurra la
reaccion de quelacién de las antocianinas (55). Ademas, la presencia en mayor
cantidad de ion metalico y la mayor concentracion de un tipo de antocianina que
puede quelarse con ese ion y puede estar relacionado con la estabilidad del color
en una especie vegetal (24). Por otra parte, los iones metalicos como el estafo
pueden influir en la estabilidad del color de las antocianinas, pero si la
concentracion del compuesto antocianico es muy bajo, aunque tengan la

capacidad de formar quelatos no influira en la estabilidad de color (86).

La estabilidad de los colores en una especie vegetal, se debe a que
estructuralmente estan formado por complejos denominados protocianina, es el
caso del color azul de la Centaurea cyanus o acianos azules flor comestible
originaria de Europa y Asia occidental que se desarrolla junto a los campos de
cereales, su color se debe a un complejo tetrametalico formado por un ion férrico,
un ion de magnesio y dos iones de calcio, los iones internos Fe*3 y Mg*? estan
coordinados con seis moléculas de antocianinas (tres con hierro y tres con
magnesio) y los dos iones externos de calcio estan coordinados con tres
moléculas de flavona cada una que provocan la copigmentacion y estabilizan la
molécula, mas aun cuando, las antocianinas del tipo cianidina y delfinidina forman
colores azules (53), asimismo, se encontré que el color azul de la amapola es
debido al complejo formado por los iones Fe*3 y Mg*? con las antocianinas y los

flavonoles que pueden acumularse a ambos lados del nucleo de antocianidina

50



que estabilizan el color por efecto de copigmentacion (51), en el caso de las
antocianinas los copigmentos mas fuertes son los derivados del acido ferulico y

rosmarinico, pero también el acido cafeico (87).

En cuanto a la formaciéon de complejos de compuestos antocianicos con iones
metalicos, es dificil de predecir con exactitud la estructura molecular del complejo,
pero si, se sabe que los iones metalicos van a formar enlaces hexacoordinados
con las antocianinas, y se ubican en la esfera interna, mientras que, en la esfera
externa puede estar un metal unido a moléculas de flavona, en el caso del ciano
azul que ya sefialamos, en la esfera interna esta dos iones Fe*? y el Mg*? unidos a
antocianinas y en la esfera externa estan dos iones de calcio unido a moléculas
de flavona. Mientras que, en nuestro estudio se esta prediciendo que en la esfera
interna esta el ion Mg*? unido a antocianinas y en la esfera externa esta el ion
cloro, cuya estructura octahedral se denominé [n®(antocianina)sMagnesio (I1)].6CI-,
que se fundamenta de acuerdo a la estequiometria y al comportamiento del ion
magnesio para formar complejos de coordinacion. Ademas, esta formula se
dedujo en funcion de las relaciones estequiométricas y el comportamiento del ion
magnesio como dador de orbitales sp3d? (71), ya que al ionizarse el magnesio por
reaccion con el HCI deja un orbital 3s? vacio y abre los orbitales 3px, 3py, 3pz, 3dxy
y 3dyz para aceptar 6 ligantes dados por el oxigeno de las antocianinas, por eso

se le denomina también hexadentado de estructura geométrica octahedral (71).

Existe una variedad de D. trifida L incolora respecto a D. trifida L (sachapapa
morada) que presenta un color purpura con algunas variaciones, se sefala que se
debe a la presencia de peonidina-3,5-diglucosido, malvidina-3,5-diglucosido y
malvidina-3,5-diglucésido-acido ferulico (6). Ademas, el desarrollo del mecanismo
para formar el color azul es complejo, si se usa el ion magnesio para formar el
complejo resultara de color azul, pero si usa el ion férrico aparecera el color
violeta y la unién de estas dos formaran un complejo de color azul violeta (88).
Estos estudios revelan que un color especifico de los 6rganos vegetales se debe
a la presencia de antocianinas, ya conocidas con algunos compuestos adicionales
en la estructura glicosidica, pero a la vez estos forman complejos con ciertos
iones metalicos para dar una coloracion mas encendida y estable. Se ha

encontrado que el ion magnesio forma un complejo de color azul vistoso, es la
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razon por la cual se uso6 este metal como estabilizante asociado con el color de D.

trifida L obteniéndose una coloracion estable.

En contraste a nuestro estudio, se ha tratado de estabilizar con el uso de gelatina
y carboxi-metil-celulosa para mantener estable el colorante extraido de D. trifida L
y eliminando el exceso de humedad a 165°C (2), este procedimiento no es el mas
adecuado si se pretende estabilizar el colorante debido a que las antocianinas son
termolabiles y pierden su estabilidad, aunque se afnada compuestos
estabilizadores. Siguiendo la busqueda de estabilizadores, se us6 maltodextrina-
goma arabiga secado por aspersion y por gelificacion térmica, pectina citrus y
goma adraganta para estabilizar el colorante extraido de Morus nigra L. y Rubus
fruticosus L. (29). En otra investigacién se us6 maltodextrina y goma arabiga para
estabilizar las antocianinas extraidas de Zea mays L. (25). También, se usé perlas
de alginato de calcio para estabilizar los colores por encapsulacion para
incorporar a derivados lacteos (89). El colorante obtenido de Myrciaria ssp fue
estabilizado con maltodextrina y goma arabica, secado por aspersiéon en
diferentes formulaciones, los colorantes microencapsulados con maltodextrina y
goma arabica presentaron mayor retencidén del color en un periodo mas
prolongado (30). Asimismo, el colorante antocianico de berenjena fue estabilizado
con maltodextrina y secado por aspersion y la estabilidad evaluada después de
afadir a bebidas isotonicas y a base de aloe vera, estas presentaron mayor
retencion del color entre 54 y 77,5% a temperatura de 4°C que las bebidas que no
fueron sometidas a evaluacion (26). Ademas, fue evaluada la prueba de
estabilidad del colorante obtenido de Renealmia Alpinia por método diferencial de
pH (90).

Para determinar la vida util del complejo que se obtuvo se hizo las mediciones de
la absorbancia mediante espectrometria UV-visible a una longitud de onda
maxima de absorcion de 520nm, en un periodo de diez meses, con esos datos se
estimo la vida util del complejo usando minimos cuadrados, las estimaciones de
las absorbancias en el tiempo se detalla en el anexo 7, se observa que en 3 afos
hay una variacion de la absorbancia de 0,109, en la primera cifra del valor decimal
que se considera que es el limite de la vida util del complejo formando.
Comparando con los resultados de otros estudios donde las antocianinas
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estabilizadas con maltodextrina y goma arabiga que fue de 9 dias a temperatura
de 20°C y a temperatura de 4°C esta no pasa de 33 dias, después en ese periodo
se degradd el 80% perdiendo los parametros de calidad del producto (25).
También, los colorantes antocianicos obtenido de cascaras de Myrciaria sp
estabilizados con maltodextrina y goma arabica se degradaron en 21 dias,
tiempos cortos a pesar que se mantuvo el estabilizado a temperatura de 25°C y
102C respectivamente (30), el colorante antocianico de berenjena estabilizado con
maltodextrina y almacenado a 25°C se degradé el 46% a 40 dias, y a temperatura
de 4°C el 22,5%, las variaciones del color sufrido es poco significativo a pesar de
cambios ostensibles de temperatura (26). Ademas, el contenido de antocianinas
de los polvos de =zanahoria encapsulados usando maltodextrina como
estabilizante y almacenadas a 25°C durante 64 dias disminuyé en un 33 % y a 4
°C 11% (91). Se puede observar que, los colorantes antocianicos estabilizados
con maltodextrina, goma arabica y otros, tienen una vida util muy corta tal como
muestran los estudios, mientras que, el colorante estabilizado con iones metalicos
divalentes como el magnesio para preservar el color forma compuestos de
coordinacion o quelatos que tienen mayor vida util, comparativamente superior a

los que se obtiene cuando se estabiliza usando compuestos de inclusion

Finalmente, la estabilizacion de compuestos antocianicos por formaciéon de
complejos coordinados con iones metalicos es diferente al método de
estabilizacién usando otros compuestos como maltodextrina, goma arabiga, que
propiamente hacen un modelo de inclusion huésped-hospedero mientras que por
formacién de complejos se obtiene como resultado una molécula compleja
estructuralmente, que prolonga ostensiblemente la vida util del colorante

derivatizado.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

La cantidad de colorante matriz extraido de D. trifida L. variedad morada es de
6%, este resultado puede variar de acuerdo al estado de madurez del tubérculo,
diferencias morfoldégicas y lugar donde crece la especie, asi como de las

condiciones de extraccion.

En el colorante matriz se ha identificado cuatro antocianidinas por cromatografia
de papel en base a sus valores Rfx100, cianidina, peonidina, malvidina y
pelargonidina y sus respetivas antocianinas tales como cianidina-3-rhamnosil-
glucosido, peonidina-3,5-diglucésido, malvidina-3,5-diglucésido y pelargonidina-
3,5-diglucésido, siendo la cianidina-3-rhamnosil-glucésido la que se encuentra en

mayor porcentaje.

La formacién del complejo hexacoordinado con el ion magnesio y ion cloro es
cianidina-3-rhamnosil-glucosido, porque se encuentra en mayor concentracion
respecto a las demas antocianinas, ademas, peonidina, malvidina y pelargonidina
no pueden formar complejos por la estructura molecular que poseen; porque la
capacidad de formar complejos esta relacionada con una disposicion orto-

dihidroxilado en el anillo B.

El complejo formado por reacciéon de la antocianina con los iones magnesio y
cloro dieron un color intenso que corresponde probablemente a la estructura
[n8(antocianina)sMagnesio (I1)].6CI-. Complejo soluble en alcohol y agua que tiene

una proyeccion de vida util en funcion de la absorbancia y del tiempo de 3 afios.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Hacer un estudio del producto obtenido por resonancia paramagnética
electronica, espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear a fin
de demostrar la exactitud de los constituyentes y su configuracion
isomérica mas exacta ya que estas técnicas no poseemos en la
universidad nacional de la amazonia peruana.

Promocionar el cultivo de D. trifida L (sachapapa morada) a mayor escala
para su utilizacibn como colorante natural no solo por la tincién de
alimentos orientados su uso en la alimentacién humana, sino también para
su uso en la industria cosmética y en las bebidas, sin desestimar el
contenido de diosgenina que posee, un fitoesteroide antiinflamatorio
potente.
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ANEXOS

Anexo 1. ldentificacion botanica de la planta

Centro de Investigacion de
'U N AP Recursos Naturales
Herbarium Amazonense — AMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA DE DETERMINACION BOTANICA
n.° 068-2023 AMAZ-UNAP

El Coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del Centro de Investigacién de Recursos Naturales
(CIRNA), de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana.

HACE CONSTAR:

Que, la muestra botanica presentada por SEVERINO GALLARDO DAHUA y DARIO TAMAYA ANDRADE,
bachilleres de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana pertenece' al proyecto de tesis de pre
grado titulado “IDENTIFICACION Y ESTABILIZACION DE LAS ANTOCIANINAS POR ACOPLAMIENTO
CON MAGNESIO DE Dijoscorea trifida L. PARA SU USO EN ALIMENTOS”; ha sido DETERMINADA en
este centro de investigacién y ensefianza Herbarium Amazonense-AMAZ-CIRNA-UNAP, como se indica

a continuacién:

N° FAMILIA ~ ESPECIE AUTOR NOMBRE COMUN

01 | DIOSCOREACEAE Djoscorea trifida L. f. “sacha papa”
Determinador: Ing. Juan Celidonio Ruiz Macedo

A los once dfas del mes de diciembre del afio dos mil veintitrés, se expide la presente constancia a los

interesados para los fines que se estime conveniente.

Atentamente, —

Richard J. Huaranda Acostipa
Coor rbard

Amazonense
A-U
UNWERSIDAD
Direccién Pevas/Nanay — lquitos Peru Pagina 1del CONSTANCIA n.2 068-2023 ENCIAD
Apdo. 496 — Email: herbarium.ama @unapiquitos.edu.pe "'"2 RESOLUCION W° 912-2010-SUNEDUED
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Anexo 2. Fotografia del proceso

Muestra cortada en Extraccion del Filtracidn Dngrasado
trozos para el rallado colorante

5 e
gl Colorante
Hidrdlisisde  estabilizado con
antocianina Mg™

RS

Fracciones paradete

rminar Rfx100 * Cromatografia para
identificar antocianinas

y antocianidinas
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Anexo 3. Determinacion del rendimiento del colorante de D. trifida L

Determinacién de la humedad

Muestra humeda :5,0g
Muestra seca : 1,5¢

Con este resultado se calcul6 para los 500g de muestra trabajada

59 ...... 1,bg _
500g ... x | = ¥~ 1504
Muestra seca : 150g

Extracto del colorante
Se obtuvo 600mL de extracto del colorante
Secado del colorante

Muestra liquida :20mL
Muestra seca : 0,30g
Con este resultado se calcul6 para los 600 mL

20mlL ........ 0.3g

— =
600 mL ...... x ] x=9.0g

Muestra seca colorante  : 9,0g
Con estos se calculd el rendimiento

peso del colorante obtenido

Rendimiento =
peso de muestra seca

9
Rendimiento =——. 100=6
150 "
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Anexo 4. Determinacion de los vales de Rf de las antocianinas

Cromatografia de papel
A. En &cido clorhidrico (HCI) al 1%

Primera franja

Los valores de las distancias recorridas por el soluto y solvente fueron las

siguientes:
Distancia recorrida por el soluto 7,22cm
Distancia recorrida por el solvente 38,00cm
Distancia corrida por el soluto 7,22
f=— , : .100 = Rf = . 100 =19
Distancia corrida por el solvente 38,00

Este valor de Rf corresponde a cianidina-3-rhamnosil-glucésido (cianina)
(Harborne 1973).
Segunda franja

Distancia recorrida por el soluto 8,36cm
Distancia recorrida por el solvente 38,00cm
Rf =22

Este valor de Rf corresponde a malvidina-3,5-diglucésido (malvina) (Bate
Smith 1948).

Tercera franja

Distancia recorrida por el soluto 6,46cm
Distancia recorrida por el solvente 38,00cm
Rf =17

Este valor de Rf corresponde a peonidina-3,5-diglucésido (peonina) (Ramos-
Escudero 2010).

Cuarta franja

Distancia recorrida por el soluto 8,74cm
Distancia recorrida por el solvente 38,00cm
Rf =23

Este valor de Rf corresponde a pelargonidina-3,5-diglucésido (pelargonina)
(Harborne 1973).
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B. En sistema BAW

Primera franja

Los valores de las distancias recorridas por el soluto y solvente fueron las

siguientes:
Distancia recorrida por el soluto 14,10cm
Distancia recorrida por el solvente 38,00cm
Distancia corrida por el soluto 14,1
=— : : .100 — Rf = . 100 = 37
Distancia corrida por el selvente 38,00

Este valor de Rf corresponde a cianidina-3-rhamnosil-glucésido (cianina)
(Harborne 1973).
Segunda franja

Distancia recorrida por el soluto 11,78cm
Distancia recorrida por el solvente 38,00cm
Rf =31

Este valor de Rf corresponde a malvidina-3,5-diglucésido (malvina) (Carrefo-
Diaz 1977).

Tercera franja

Distancia recorrida por el soluto 8,74cm
Distancia recorrida por el solvente 38,00cm
Rf =23

Este valor de Rf corresponde a peonidina-3,5-diglucésido (peonina) (Carrefo-
Diaz 1977).

Cuarta franja

Distancia recorrida por el soluto 12,16cm
Distancia recorrida por el solvente 38,00cm
Rf =32

Este valor de Rf corresponde a pelargonidina-3,5-diglucésido (pelargonina)
(Harborne 1973).
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Anexo 5. Determinacion de los vales de Rf de las antocianidinas

Cromatografia de papel

A. En sistema forestal: HCI concentrado-acido acético-agua (3:3:10)

Primera franja

Los valores de las distancias recorridas por el soluto y solvente fueron las

siguientes:
Distancia recorrida por el soluto 18,62cm
Distancia recorrida por el solvente 38,00cm
Distancia corrida por el soluto 18,62
Rf = — : : .100 — Rf = . 100 = 49
Distancia corrida por el solvente 38,00

Este valor de Rf corresponde a cianidina.

Segunda franja

Distancia recorrida por el soluto 22,80cm
Distancia recorrida por el solvente 38,00cm
Rf = 60

Este valor de Rf corresponde a malvidina.

Tercera franja

Distancia recorrida por el soluto 11,21cm
Distancia recorrida por el solvente 38,00cm
Rf = 29,5

Este valor de Rf corresponde a peonidina.

Cuarta franja

Distancia recorrida por el soluto 25,84cm
Distancia recorrida por el solvente 38,00cm
Rf = 68

Este valor de Rf corresponde a pelargonidina.

69



B. En sistema formico: [HClconc-acido férmico-agua (2:5:3)]

Primera franja

Los valores de las distancias recorridas por el soluto y solvente fueron las

siguientes:

Distancia recorrida por el soluto 8,36cm
Distancia recorrida por el solvente 38,00cm
Distancia corrida por el soluto 8,36

- Distancia corrida por el solvente 100 = Rf = 38,00 100= 22
Este valor de Rf corresponde a cianidina
Segunda franja
Distancia recorrida por el soluto 10,30cm
Distancia recorrida por el solvente 38,00cm
Rf =27
Este valor de Rf corresponde a malvidina.
Tercera franja
Distancia recorrida por el soluto 11,25cm
Distancia recorrida por el solvente 38,00cm
Rf =30
Este valor de Rf corresponde a peonidina.
Cuarta franja
Distancia recorrida por el soluto 12,54cm
Distancia recorrida por el solvente 38,00cm

Rf =33

Este valor de Rf corresponde a pelargonidina.
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Anexo 6. Determinacion de los pesos de muestra y reactivos

Determinacion peso muestra

Muestra liquida : 20mL

Muestra seca : 0,39

Con este resultado se calculd para los 40,2mL de muestra

20mL....... 0.3g

40,2 mL ... X ] - x=0,603g

Muestra seca colorante  : 9g

Calculo de las masas de los reactantes y produto
6MgO + 6HCI — 6Mg*™ + 6CI- + 3H20 + 3071 (lll)

6(40,304) + 6(36,46) — 6(24,305) + 6(35,453) + 3(18,0153) + 3(15,999)
241,82g + 218,769 — 145,83g + 212,729 + 54,04g + 47,999

460,58g — 460, 58g
Para trabajar con masas mas pequefias se dividié entre el peso de oxido de

magneésio a todas las masas que intervienen en la reaccion.
212,72 g

241825 , 218,765 145,83 g , 2 S4,04g , 4799 g
. . =ttt
241,82 241,82 241,82 241,82 241,82 24182

1g +0,9046g — 0,603g + 0,88g + 0,223g + 0,198g

1,9046g — 1,9046g
Para hallar el volumen del acido cloridrico se trabajo con su densidad (1,164g/mL)
m m . 09046

p=— —=V=— = V= =0,777mL
V o 1,164

Calculamos el peso del complejo

6Mg** + 6CI- + Antocianina — [n%(antocianina)sMagnesio I1].6CI-

0,603g + 0,88g + 0,603g — 2,086g [n®(antocianina)sMagnesio I1].6CI-
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Anexo 7. Determinacion de la vida util del colorante acomplejado con Magnesio Il

Datos originales

N° de mediciones Tiempo (t) meses Absorbancia (y)
1 0 2,000
2 4 1,990
3 6 1,980
4 8 1,978
5 10 1,976

Con estos datos, se podra predecir la estabilidad del complejo a través del tiempo,
usando minimos cuadrados.

N° t y t? t.y
1 0 2,000 0 0,000
2 4 1,990 16 7,960
3 6 1,980 36 11,880
4 8 1,978 64 15,824
5 10 1,976 100 19,760
Y, t=28 Y. y=9,924 Y t?=216 Y.t.y =55424

Con estos valores se realiz6 el calculo de “a” (intercepto) es decir el valor que corta el gje
de las ordenadas, se aplica la expresion:

_(EE - (Ee)(Zey)
a= NE*—(Ee)?

_ (9.924)(218)-28(55,424)
5(216)—(28)%

a = 1,999 (intercepto)

[Py}

a” es el intercepto, punto de inicio en la medicion de la absorbancia en el eje de

ordenada “y”.

Seguidamente se calculé el valor de la pendiente “m”, es decir, como va declinando la
absorbancia en funcién del tiempo eje de abscisas t.

NE)-(E?

_ 5(55,424)-28(%,924)
s(216)—(28)°

m =-0,00279

con estos se calculd la vida util del complejo antocianico en el tiempo, con la expresion:
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y=a+m.t
paratiempo: 0

yo=1.999 + (-0.00279) (0)
yo=1,999

El mismo procedimiento se realiz6 para las demas absorbancias en el tiempo, los
resultados se muestran en la siguiente tabla.

Tiempo (meses) Absorbancia (y)
0 1,999
4 1,987
6 1,982
8 1,976
10 1,971
12 1,965
24 1,932
34 1,904
36 1,898

Entonces al observar que en 3 afios hay una variacion de la absorbancia de 0.109, en la
primera cifra del valor decimal considerando que es el limite de la vida util del complejo

formando.
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