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BUGAMBILIA

NYCTAGINACEAE.®? FOUR-O'CLOCK FAMILY

Vg, 124, Nocsaansciat, A, Mirabilis Julupa: flowering branch tip, X i, B. Hougainvillea
spectabidiny Bao thowening branch, X 1a; Bg. Hower and subtending bract, X 1; Be, same,

verticd sevoon, 10 Bd, ovary, cross-section, X 3, (From L. H. Bailey, Manual of culti-

iil”“l planes, ‘Ihe Macmillan Company, 1949, Copyright 1924 and 1949 by Liberty H.
atley .}



I'NTRODUECION

Un  factor muy important2. en la elaboracien de alimentos
es. el co@or.lfinf;dye de modo determinante =n la aceptacion ¢
rechazo  de " 'un producto  aslimentarioc . tante en  sus

caracteristicas externas come internas.

La coloracisn de 1los alimentos es una practica muy
antigua, probablements desde tiempos prehistéricos. Las pri-
meras fuentes de coler fueron las gue se encontraban en la
naturaleza como productos animales, vegetales y minerales que
B sustituyeron a finales del siglo pasado, por 1loS

colorantes sintétices. (11,25)

A mediados del sigio XIX, las unicas materias coloridas
se derivaban de fuentes naturales, pero es en 1856 cuando se
obtuvo el primer colorante sintético; fue asi como su usc se

extendié desmesuradamente.

En 1900, 21 Dr. Bernard C. Hesse es el primero en
estudiar la naturaleza de los colorantes sintéticos y su
relacién con la salud. Sus estudios lo 1llevaron a la
conclusién de que habia cisrtos pigmentos que no podian  ser
utilizados, por ser <toéxicos, lo cual restringi¢ su uso
(especislmente, los de color roja, roje violeta, etc.).

(26,33}



Actualmente, se continvan los estudios de toxicidad de
los colerantes sinteticos, pero s= sigue disminuyendc y res-
tringiendo su uso en el Area alimentaria. Es debido a esta
problematica que la investigacion de los colerantes naturales
ha tomado gran importancia en los ultimos afics, Yya que es
indispensable la obtencién de nuevas fuentes de aditivos, gue

no afecten la salud del ser humano.

Una de las ventajas mas importantes de los colorantes
naturales sobre 1los sintéticos, es que la mayoria no son
mutagénicos ni carcinoégenicos ; por lo que, es de gran
interés la extraccién y obtencién de éstecs a partir de

plantas y animales.

Son muchas las fuentes animales y vegetales de las que
se pueden obtener pigmentos de origen natural. Una de ellas,

es la planta de la bugambilia (Bougainvillea spectabilis), de

una gran variedad de colores como el magenta, pigmento
vegetal que aun ne ha sido aisladeo ni estudiado a fondo en
nuestro pais, como posible sustitute de colorantes

sintéticos.

Por lo cual, esta investigacion se enfocéd principalmen-
te, a la extraccion y estudio de este compuesto colorido; a
su identificacién utilizando métodos quimicos y espectrosco-

picos, ademas de un estudio toxicolégico preliminar.



La extraccion se realiz6 con solventes organicos y se
determinaron algunas caracteristicas quimicas y fisicoqui-
micas, tambien se estudid el comportamiento espectral del
compuesto para poder proponer una posible estructura de éste
v tener asi un conocimiento mas amplio sobre esta sustancia,
la cual ofrece una nueva espectativa con gran potencial en la

Industria Alimentaria.



BUGAMBILTIA

La bugambilia es una vid lefiosa, de crecimiento firme,
muy apreciada por su gran colorido y variedad. Se utiliza
generalmente como planta ornamental para cubrir paredes vy

casas, también se conoce con el nombre de camelina.

Es originaria de America del sur, principalmente del
Brasil; es una planta cultivada de climas tropicales vy
templados que pertenece a las Dicotiledéneas, es miembro de
la familia de las Nictaginaceas o comunmente llamada de las 4
en punte, que junto con las Chencpcdiacease, Portulacaceae,
Basillaceae, Cactaceae, Amaranthaceae, Phytolaccaceae,
Stegnospermaceae, Alzoaceae y Didieraceae integran el orden
de las Centrospermae que se ha caracterizado por sus familias
con betacianinas y betaxantinas como el betabel, el amaranto

y la bugambilia.(13,18,27)}

Se caracteriza por ser una planta lefiosa, trepadora que
puede llegar a medir hasta 3 metros de altura. En general
presentan espinas curvas por pares con hojas simples de color
verde vivo alternas y sin estipulas; pueden ser desde

lanceoladas hasta oblongadas segun la especie.

Las flores son tetrémeras, del grupoc de 1las flores

desnudas, con perigonio sencillo o doble. Son hermafroditas y



a veces unisexuales agrupadas en cimas o <cabezuelas de 3
tubulosas con 7 a 8 estambres. Caca grupo eesta rodeado de 3
bracteas (hoja modificada colorida que se observa en la base
de las flores) que en ocaciones asemejan a un caliz, so2n de
colores muy vistosos vy varisdes como 1l1las de coler rojo

violeta o magenta de 1a Bugambilia spectabilis Willd o

Choisy, 1las rojas, las amarillas y blancas de otras especies

o variedades.

Estas plantas estan provistas, en la mayoria de 1los
casos de pelos urticantes, ovulos derechos, estambres
opuestos a las divisiones del perigoniec. E! perigonio es
tubular, petaloide con el limbo pentalobulado. Tiene anteras
biloculares, deshiscentes por 1lineas longitudinales. E1
ovario superior, wunilocular con un lé6bulo solitario erecto,
invertido, de estilo simple, estigma agudo o globosc a veces

en forma de pincel.

La semilla de 2 dicotiledones y 21 fruto (antocarpo) es

un aquenio envuelto por la base del perigonio endurecido.

Existen varias especies en nuestro pais, ls mas comun y
abundante es la de bracteas grandes y llamativas de nombre
o magenta, con espinas, las flores se dan en ramillete. Es

una enredadera muy rigida y mads alta que otras especies.



En primavera, las flores aparecen con bracteas mas
grandes y de color mas intenso que en el resto del afic. Se
considera 1la de mayor antigiedad y abundancia en América.
Tambien se conocen otras bugambilias que presentan otros
colores como rosado, carmesi, rojo ladrille, anaranjado,

amarillo y las muy raras de color blanco.

Las 3 principales bugambilias en América son la de
bréacteas color violeta intenso o magenta, la de color violeta
palido o destefiida y la tercera de color rojo muy vistoso. La
variedad mas rara es ia que se da en Chiapas de bracteas

blancas, dificil de cultivar y poco abundante.

La bugambilia es una planta muy abundante en nuestro
pais, facil de cultivar y con una amplia gama de pigmentos
vegetales que ofrecen una fuente importante de colorantes
naturales que aun no han sido aislados ni identificados y que
ofrecen un gran potencial para la obtencién de aditivos

alimentarios .



GENERALIDADES

El color es la sensacioén visual percibida por nosotros
debido a2 la acciébn de la luz, sobre la superficie de un
objeto. La 1luz {radiacién electromagnética visible para el
o3o humano en el intervalo de 400 a 800 nm de longitud de
onda) cae directamente sobre el objeto, después de haber sido
modificada por éste, forma un impulso neural en el ojo que

es mandado al cerebro donde lo interpreta como color. (15}

El color de un objeto se debe a sustancias que tienen la
capacidad de absorber la luz en la regién del espectro visi
ble. Esta absorcién se debe a 1la transicién de los
electrones, en los Atomos y moléculas, manifestidndose en la
regién del espectro visible; s6lo ccurre si los electrones
son lo suficientemente movibles, aumentando esta movilidad
con la insaturacién de enlaces quimicos entre los Atomos ¥y

la resonancia de los electrones.
Para que se lleve a cabo este fenétmeno la sustancia debe

contener un grupo croméforo ; que es un nucleo que tiene

aAtomos unidos por dobles enlaces como

NO, ,NO, CO,C=C, N=N, C=NH, eTc.



Si tienen mas de 2 grupecs se les llama crombgenos: son
capaces de generar sustancias celorantes, sin indicar que
éstos lo sean por si mismos. Para que esto ocurra, la molé-
cula necesita otro grupo gQue se le nombra auxécrome : es
cualquier 4tomo ¢ grupo sustituyente que influye en el tono o
intensidad de los colores, tiene la capacidad de poder cam-

biar la banda de absorcion de un croméforo como

'NH, . OH , COOH ,S0,H,COR . ere.

Todo alimento, tanto natural como procesado, tiene color
el cual es producido por sustancias quimicas, que reflejan la
radiacién de cilertas longitudes de onda y absorben 1las de
otras. A estas sustancias se les denomina colorantes o pig-

mentos .

Se usa este término para referirse a las sustancias
naturales o sintéticas empleadas para colorear los alimentos.
Es cualquier material, vya sea tinte, pigmento o cualquier
otra sustancia hecha por un proceso de sintesis, extraccion,
aislamiento o producto derivado de un vegetal, animal o
wmineral u otra fuente, que cuando se le agrega o aplica a un
alimento, droga o cosmético utilizado para el cuerpo humano o
cualquiera de sus partes, es capaz {(solo ¢ al reaccilonar con
otra sustancia) de impartir color.(12)

=]



Pigmento es aquella sustancia gue se encuentra en estado
natural, la cual produce el color de 1los tejidos, tanto
animales como vegetales, asi cono de diversos organismes. A
diferencia de los colorantes , hay ciertos pigmentos como le
hemoglobina y la clorofila, que desempefian funcionas bioldgi-
cas importantes como el transporte de oxigeno y la fotosinte-

sis. (2)

Se consideran dos clases se colorantes : los certifica-

dos y los no certificados . (12,19,25)

Los certificados son compuestos de estructura conocida,
producidos por sintesis quimica y que tienen especificaciones
de alto grado de pureza establecida por la FDA. Cada lote es
revisado para su aceptacién vy son ampliamente utilizados en
la Industria Alimentaria, aungue hay algunos que estin res-

tringidos o su uso estz prohibido

Son de dos tipos : tintes FD & C y lacas FD & C . A
loe compuestos solubles en agua que manifiestan su poder
colorante al ser disueltos, se les denomina tintes ; hay
primarios y secundarios y se fabrican en diferentes presenta-
ciones como lo son los polvoes, granulos, liquidos, mezclas,
pastas y dispersiones. Se utilizan en gran variedad de ali-
mentos horneados, confituras, bebidas, productos lactecos,

salsas, etc.



Laca se le llama a los productos obtenidos de la adsori
ciéon de tintes sobre un sustrato de hidrato de aluminio.
Colorean por dispersiéon del mismo, mas no por solubilidad. El
contenido de tinte en el sustrato, varia del 10 al 40 por
ciento. Son mas estables al calor, la luz y al pH de 3.5 a
9.5 pero son mas caras. El tamaflo promedio de la particula es
de 54\.Se aplican principalmente en alimentos secos, table-
tas, cublertas de base oleosa, polvos, productos de goma,
etc.

COLORANTES CERTIFICADOS

LISTA PERMANENTE Y PROVISIONAL DE COLORANTES CERTIFICADOS

HASTA 1986
LISTA PERMANENTE o LISTA PROVISIONAL

FD & C Rojo No. 3 FD & C Amarillo No. & (a)

Azul No. 2 Laca del Amarillo

Amarillo No. S No. 6

Verde No. 3 Laca del Rojo No. 3

AzZul No. 1 Laca del Azul No. 1

Rojo No. 40 Laca del Azul No..2

Laca -del Rojo No. 40 Laca del Verde No. 3

Naranja B (b} Laca del Amarillo

Rojo Citrice No. 2 {¢) No. S

a) Dependiendo del reporte de la FDA.

b) Permitido hasta un nivel no mayor a 150 ppm en
peso

¢) Permitido hasta un nivel no mayor a 2 ppm en

peso.
10



Los colorantes no certificados son los llamados na-
turales. Se obtienen a partir de fuentes vegetales , animales
y minerales, o son duplicados sintéticos de pigmentos exis-
tentes en la naturaleza. EstAn exentos de certificacion. Sus
especificaciones estan escritas en el Cédigo de Regulaciones

Federales. (12,19,25)

COLORANTES NO CERTIFICADOS

HASTA 1986

COLORANTE RESTRICCION

Aceite del endospermo del maiz Sdolo en alimentos para
pollos

Aceite de zanahoria —————

Algas S6lo en alimento para
pollos

Azafrén  emmee-

Azul ultramarino S6lo para colorear sal para

uso animal (0.5% maximo)
Beta-apo~8-carotenal 15mg por 1b

Betabel en polve . . ==eee—

Beta-caroteno

Cantaxantina 30mg por lb, 4.4mg por Kg
Caranmelo ——————
Diéxide de titanio 1% maximo

Extracto de anate ~ —==-e-

11



COLORANTES NO CERTIFICADOS

HASTA 1986
( continuacioén )

COLORANTE RESTRICCION

Ex?rac:o de cochinilla  —eeenn
(carmin)
Extracto. de la céscara ) S6lo en bebidas carbona-
de la uva tadas, bases de bebidas
y bebidas alcohélicas
Extracto del color de Sélo en alimentos que no
la uva sean bebidas

Extracto vy harina de S6lo en alimentos para

Cempasuchil pollos
Gluconato ferroso S6lo para colorear olivas

Harina de semilla de algeddn 000 @ —---ea

Juge de frutka  eeeeea

Jugo de vegetales 0 seacaaa

Oxido de fierro (sintetico} S6lo en alimentos para
gatos y perros (0.25%
maximo)

Paprika y su oleoresina 00 ee—eeao

Riboflavina eeemee

Turmérico y su oleoresina = —eeeao

12



CLASIFICACION

Los colorantes naturales se clasifican en _organicos e
inorganicos (6). Los més importantes para este trabajo,son
los de origen organico y se subdividen en varios grupos. Los
de mayor importancia por su estructura quimica y su utilidad

son :

a ) Carotenoides
b ) Clerofilas
c.) Antocianinas
d } Flavenoides
e ) Taninos

£ ) Melanoidinas

g ) .Quinonas

h ) Betalainas

i ) Hemoglobina y mioglobina
3 ) Otros

En este estudio nos enfoncaremos principalmente al grupo
de 1las betalainas, pigmentos vegetales presentes en plantas
de 1la familia de las Centrospermas, come el amarante, el

betabel y la bugambilia.

i3



BETALAINAS

Son un grupo de compuestos parecidos a las antocianinas
y los flavonoides en apariencia visual, derivados de la 1,7-
diazoheptametina. So6lec se han encontrado exclusivamente en 10
familias de las Centrospermas en diferentes partes como las
flores, frutos, rajices, bracteas y otras.No se conoce ningun
caso de coexistencia de lag antocianinas y las betalainas en
la misma planta. La funcién de estos pigmentos en la planta
es aun desconocida pero son de gran dimportancia en 1la

polinizacién de éstas por aves e insectos.

Hay presencia de betalainas en el betabel, 1la bugambi-
lia, el amaranto, algunas cacticeas, etc. Se conocen aproxi-
madamente 70 betalainas, todas con la misma estructura basica
en la cual R y R' pueden ser hidrégeno o un sustituyente
aromatico, su color se debe a las estructuras resonantes. Si
R y R' no extienden la resonancia de los electrones el com-
puesto es anmarillo y si la extienden el compuesto es rojo

{5).

Las betalainas mas estudiadas son las del betabel. El
betabel (Beta vulgaris) contiene una sustancia colorida que
esta compuasta por pigmentos aminoacidos de amonio
cuaternario rojos y amarillos (betacianinas y betaxantinas).

Los principales compuestos son la betanina (roja) y la

vulgaxantina (amarilla}) (4, 17,25}

14



La Dbetanina representa del 70 al 95 por cilento del
contenido total de betacianina del betabel. Las betaxantinas
del betabel estan principalmente representadas por las vulga-

xantina I y II.

Si la betanina se hidroliza enzimAticamente se obtiene

glucosa y el aglucédn que es denominado betanidina.

Se sabe que existen otros compuestos con estructuras
similares como las betacianinas aciladas, hidroxiladas, beta-
xantinas, etc. pero son escasos los estudios acerca de estos

compuestos. (16,21,24)

Son un grupo de compuestos poco coneocidos que ofrecen un

posible uso potencial como colorantes alimentarios por lo que

es necesaria una investigacién mas a fondo.

PROPIEDADES

Son altamente solubles en agua, poco solubles en metanol
y etanol. En sistemas de electroforesis se comportan como
buffers de Acidos débiles lo que hace que emigren hacia el
anodo. Se degradan facilmente en procesos térmicos como el
enlatado pero en general se aprecia su atractivo color rojo
obscuro. Es bastante estable en el rango de pH de 4 a 7 lo
cual las hace de gran interés como colorantes alimentarios.

(5)

15



ESTRUCTURAS QUIMICAS DE LAS BETALAINAS
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La betanina (principal compuesto betacianinico del beta-
bel) en presencia de Acido pierde la porcion glucosidica
quedando libre la betanidina. Se obtienen por esta hidrélisis

ambos isémeros (betanidina e isobetanidina).(1,16,17)

La determinacidén de la estructura de la betanidina se
hizo a partir del analisis de la 5,6-d-O-acetilbetanidina.
Este compuesto mostraba una combinacién de formas es-
tructurales muy peculiar: anillos de dihidroindol {(en algunos
casos) con anillos de dihidropiridina y un croméforo polime-
tilencianina. Presentando una posible estructura de
resonancia para la betanidina con una carga positiva en el

nitrégeno de la dihidropiridina.

Al someterse la betanidina a una degradacién alcalina se
obtiene el 4cido 5,6-dihidroxi-2,3-dihidroindol-2-carboxili-

co, acido férmico y Acido 4-metilpiridin-2,6-dicarboxilico.

Se observd también que la betanina o la betanidina al
tratarse con Aacido transforma los pigmentos en compuestos
iscméricos como 1la isobetanina Yy la isobetanidina
respectivamente. La diferencila entre estos pares isoméricos
s6lo es la inversién de configuracion del C15 puesto que si
ambas eran sometidas a tratamiento con diazometano se
transforma en el mismo producto que es el trimetilester

de 5-6-di-O-metil-2 neobetanidina.

16



Para poder conocer la parte glucosidica del compuesto se
realizé una hidrolisis con P -glucosidasa y con algunos datos
de RMN 1lleg&ndose a la conclusién de que habia un O-P-D-
glucopiranésido (glucosa) unido a la molécula aunque nc se

determiné la posicién del enlace de la glucosa.

De estos estudios se concluydé que las diferencias entre
las betacianinas incluia modificaciones en la parte glucosi-
dica, 1la configuracién del C15 y quiza la esterificacién de

los grupos carboxilicos. (16)

Piatelli y Minale reportaron la existencia de 44
diferentes betacianinas con estructuras similares a la arriba
mencionadas pero recomendaron el estudio a fondo de cada una

ellas.

Se confirmé la relacién estructural entre los pigmentos
rojo-violeta { betacisninas ) y los pigmentos amarillos
( betaxantinas ). Al aislarse las vulgaxantinas I y II del
betabel, las cuales tienen en su estructura glutamina y acido
glutdmico combinado con el residuo de dihidropiridina que se

ha encontrado en todos los pigmentos betacianina-betaxantina.

Su estructura pudo establecerse mediante la hidrolisis
alcalina y A4cida obteniéndose el Acido 4-metilpiridin-2,6-

dicarboxilico y el respectivo aminvacido, incluso pudo

17



BETACIANINA Y BETAXANTINA

DEL BETABEL
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comprobarse que las betaxantinas podian transformarse én
betacianinas debido a las reacciones de intercambio de los
aminoaAcidos con el componente de dihidropiridina de las
betacianinas-betaxantinas o a la posible relacién
biosintética. Han sido reportados varios pigmentos y todos
presentan una absorcion méxima en la regién de 474 a 486 anm.
Tienen modificaciones estructurales entre una y otra
principalmente se deben avlas reacciones de intercambio de
aminoacidos con el componente de dihidropiridina de las
betalainas; lo cual probablemente se deba a 1la relacién

blosintética.

En base a estos resultados se pudo concluir que las
modificaciones estructurales entre las betacianinas y las
betaxantinas se debian a2 los diferentes aminoicidos al final

de la parte dihidropiridinica.

EXTRACCION

La extraccion comercial de la betanina es a partir del
betabel., Se tritura y el jugo es acidificado generalmente con
4cido citrico o se realiza una extraccién con agua en condi-
ciones acidas. El jugo puede ser secado en tambor para obte-
ner el polvo del betabel ¢ puede ser clarificade y someterse
a una fermentacién aerédbica para reducir los niveles de

18



azucar y posteriormente concentrarse., La concentracién del
jugo se realiza por destilacién al vacio o también por es-

preado y se obtienen los polvos del concentrado. (6)

Se obtienen 3 productos a partir del extracto de beta-

a ) Concentrado obtenido por la eliminacién de agua =2l

vacio.{ 60 por ciento de sélidos totales }.

b ) Polvo obtenido por el secado del jugo en un seca-

dor de tambor o equipo similar.

¢ } Polvos del concentrade obtenidos mediante el secado

por espreado del concentrado.

Usos

Se utilizan generalmente en productos de vida de anaquel
corta o en aquellos que no requieran un tratamiento térmico
prolongado o elevado. Debido a su establlidad se utilizan en
alimentos del rango de pH 4 a 7 preferentemente en aquellos
de Aw bajo. La gama de c¢olores que produce el betabel es
desde rojo-azulado muy intenso hasta amarillo. Es inestable
al aire y la luz por lo que debe de evitarse una exposicion
prolongada a éstos. Su estabilidad al benzoato y al sorbato

son buenas.

i9



La betanina, principal compuesto colorido del betabel es
muy estable a pH 5. Se usa principalmente en bebidas suaves,
helados, productos de proteina de soya y carne, en polvos

como la gelatina, etc. (6)

Actualmente, las betacianinas y las betaxantinas
del betabel son las mas conocidas y utilizadas pero aun
restan muchas otras fuentes naturales de las cuales, se
pueden extraer estos compuestos por lo que se ofrece un

amplio campo de investigacién.

20



ASPECTOS TOXICOLOGICOS

La toxicologia es toda una recoleccién y evaluacidn de
la informacién necesaria para determinar la seguridad de 1los
ingredientes utilizados en la elaboracisén de alimentos para
consumo humano. Para recabar esta informacién es necesario un
amplio y exhaustivo estudio sobre el compuesto por 1lo que
todas las investigaciones toxicolégicas son muy complejas
ademas de que continuamente son modificadas y mejoradas debi-

do al rapide crecimiento cientifico y tecnolégico.{7)

La evaluacién toxicologica de extractos vegetales es
sumamente complicada debido a la presencia de otros compues-
tos asociados al que se va a estudiar. Por lo que es impor-
tante la descripcién del método de obtencién del compuesto

aunado a los resultados de las pruebas toxicoldgicas de éste.

A pesar de que muchos pigmentos naturales no poseen una
larga historia de uso seguro para el consumo humano es indis-
pensable verificarlo con los procedimientos toxicolégicos

nodernos .
REQUERIMIENTOS PARA PRUEBAS DE SEGURIDAD

La toxicologia alimentaria comenzé a manifestarse como
una disciplina cientifica alrededor de 1960 con una publica-
ciéon de los requisitos de prueba necesarios para realizar upa
evaluacion confiable de uso seguro de un compuesto
colorido. (9)
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En principio, 1los colorantes naturales deberian de eva-
luarse bajo los mismos criterios de los colorantes certifica-
dos, pero en la préctica, no es asi ya que no es posible dar
una definicién quimica exacta para la mayoria de los
pigmentos naturales debido a su compleja composicién y lo
unico que se establece es la materia prima de 1la cual se
obtiene y el método de obtenciédn. Por esta situacién fué
necesario establecer una clasificacién por categorias

especifica para estos compuestos coloridos:

a) Colorantes derivados de alimentos naturales obtenidos
por procesos fisicos. Para estos colorantes la aceptacién o
rechazo depende de la ingestién normal diaria en la dieta
humana. La cantidad de este colorante no debe elevarla como
lo es la betanina del betabel, el licopeno del jitomate ,

etc.

b) Colorantes obtenidos de fuentes paturales pero Qque no
son alimentos naturales. En este grupo se encuentra el
carmin de la cochinilla, el amarillo del cempastchil y el
rojo vioclet. de 1las betacianinas del betabel y de 1la
bugambili. Para el uso de estos colerantes se requiere una

investigacion comple* rouxicidad.

c) Colorante: santetizados quimicamente nombrados como
"idénticus a los naturales”. También deben de realizarse

estudios completos de toxicidad.
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En base a esta clasificacién las betalainas entran en
el grupo de colorantes tipo B por lc que se censidera que es
necesario todo un estudio toxicolégico completo para conocer
su toxicidad. Se desconocce aiun el ADI (Ingesta Diaria
Aceptable) debido a que los resultados que se tienen hasta
ahora no son suficientes para calcular este valor, ademas de
qQue es necesario realizar estudios metabdélicos adicionales
(Tabla 3) en varias especies; de preferencia en el ser
humano, estudios de ingestién a cortoc plazo (90 dias) en
roedores, y a largo plazo (2 afios) en ratas y ratones (80
semanas) segun lo indicado por el Comité de Expertos sobre
aditivos alimentarios de la FAO/OMS. (9)

La presente investigacién sobre el coloraﬁte de 1la
Bugambilia requeriria de un estudio toxicolégico completo vy
asi 5e podria establecer un punto de referencia para su
consideracién como sustancia segura o riesgosa; tal estudio
tendria. que ser extensivo y profundo pero debido a la falta
de recursos y tiempo no pudo realizarse, por lo que se optd
por llevear a cabo un estudio preliminar y obtener un
parametro inicial para la evaluaciéon toxicolégica del
pigmento vegetal, que a futuro facilitard su investigacién
toxicolégica.

En el estudio preliminar se utiliza un meéetodo de larvas
de camarén para determinar el DL50 de compuestos activos de
extractos en un medio salado. Las actividades de un gran

numero de compuestos activos conocidos se manifiestan como
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téxricas para el camarén, dicho metodo se considera rapido,
confiable, barato y muy adecuado para el laboratorio de
investigacioén. (20)

Este método fué desarrollado por la creciente necesidad
de bioensayos generales que puedan detectar un amplio
espectro de activxdades farmacolégicas y toxicoloégicas de
plantas, para asi poder seleccionar facilmente los compuestos
de interés para el investigador; por su gran facilidad vy
rapidez aé utiliza aqui para la evaluacién preliminar del
compuesto colorido de la bugambilia.

" Las larvas de camardn son muy labiles a compuestos
toxicos en dosis muy bajas ( ¢5mg/Kg ) por lo que al término
de 24 horas es posible conocer la letalidad del compuesto en
sistemas zoolégicos y posteriormente dar una pauta para

continuar con pruebas biolégicas mss elaboradas y complejas.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

R RESULTADOS

spectabilis, 1las cuales fueron secadas en una estufa a 60'C

por 5 horas evitando asi la descomposicién del compuesto

colorido, principal objetivo de este trabajo. (8)

El secado se realiz6é a esta temperatura para evitar
cambios quimicos. La ventaja de llevar a cabo el secado de la
planta fue que el material biolégico sobrante podia
utilizarse para otras determinaciones posteriores [
almacenarse por un tiempo large. De hecho, se ha visto que
los anadlisis para determinacién de flavonoides, alcaloides,
quinonas, terpenocides y algunos otros compuestés son mas
exitosos cuando se realizan afios después de su recoleccién,
Ya que estos compuestos son muy estables al paso del tiempo,

especialmente los flavonoides y los alcaloides. (14)

Fué muy importante la revision minuciosa de la planta
para evitar guardar un especimen enfermo o contaminado 1lo
cual podria provocar datos irreales y erréneos en el estudio.
También fué necesaria la identificacién y clasificacién de la
planta por una perscona calificada para que el reporte de

nuevas sustancias tuviera validez y autenticidad.
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Después del secado de la planta, se eliminaron aquellas
partes gque no eran de interés para este trabajo las cuales
fueron hojas, pistilos, flores y toda materia extrafia dife-
rente a las brécteas. Las bracteas magentas fueron molidas
cuidadosamente y colocadas en un cartucho de papel filtro
para la extraccion de la sustancia que provoca el color de
este tipo de plantas ornamentales muy abundantes en nuestro

pais.

EXTRACCTION"

El método de extraccién depende principalmente de 1la
textura, del contenido de agua de la planta y sobre todo del
tipo de sustancia que se va a extraer. En base a la 1litera-
tura consultada y a la existencia del pigmento organico del
tipo de las betacianinas se analizaron diferentes técnicas,
especialmente las de Piatelli e Imperata, en este grupo

de plantas. {14}

La extraccién fué el paso decisivo para esta investiga-
cién puesto que el objetivo principal es la extraccion del

colorante magenta de la bugambilia. (13)

El procedimiento quimico mas usual para la obtenciéon de
compuestos organicos de este tipo a partir de tejidos vege-
tales secos es la extraccién la cual se realizd en un  equipo
soxhlet. Este método presentd ciertas ventajas sobre otros,

como el ser muy util cuando se trabaja 3 gran escala, Sse
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utiliza poco solvente el cual puede ser recuperado al finali-
zar .la extraccidn,ademas de que se puede trabajar a bajas
temperaturas evitando la descomposicién del compuesto colori-

do. (22,23,24)

Debido a las caracteristicas del compuesto colorido y a
los datos obtenidos en la literatura, se supuso que el colo-
rante era de naturaleza muy polar por lo que se decidié
utilizar, solventes muy polares como el agua, metanol, etanol

y mezclas de éstos.

Se hicieron pruebas con estos solventes y se obtuvo el
extracto mas puro con agua antecedido por una extraccién con
metanol. Fué descartado el uso del etanol por que se obtenia
un extracto impuro ademds de provocar la descomposicién del
pigmento de la planta. Se prosiguléd a realizar la extraccion

con mezclas en diferentes proporciones de metanol y agua.

La extraccién mas eficaz fué la que se realizd con 600ml
de metanol para extraer compuestos de menor polaridad que el
colorante pero que dificultaban la extraccidén de éste; se
hizo una segunda extraccién con 300ml de agua destilada, en
esta fracclion se obtuvo el colorante magenta de la bugambilia

al que se le denominé BUG.

La extraccién se realizé a 50'C (temperatura del

disolvente dentro del recolector) durante 4 horas a reflujo
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en un equipo soxhlet. Se considerd que el colorante estaba
totalmente extraide cuande no se observé color en el

solvente.

Se obtuvo una fraccién de 200ml la cual se prosiguid a
eliminar 1las clorofilas y otros compuestos que pudieran ha-
berse encontrade presentes con acetato de etilo en un embudo
de separacioén.Se formaron 3 fases. La fase acuosa (parte
inferior) de color rojo violaceo muy intenso, la fase inter-
media de menor densidad con apariencia jabonosa y la fase
organica (parte superior) de color ligeramente verde. Se
deseché la fase organica y la fase intermedia, ambas se

secaron y guardaron para otros estudios.

La fase acuosa (100ml) se concentré en un rotavapor a
40'C al vacio para eliminar el agua. Para disminuir el tiempo
de concentrado se utilizé acetato de etilo seco. Se obtuvo un
concentrado de 10ml el cual se dejé enfriar y se dividié en 2
muestras que se les denominé de la siguiente manera:
Clave BUG-L {muestra que fué liofilizada)
Clave BUG-A {(muestra que fué reducida en volu-

men a presién reducida)

Se eligieron estos 2 métodos de secado debido a las
caracteristicas del compuestoc que es muy labil a las altas

temperaturas y muy inestable.
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La liofilizacién es un mé&todo que ofrece la ventaja de
eliminar el agua a bajas temperaturas. La muestra BUG-L
obtenida fué un polvo rojo sangre, muy soluble en agua pero
que presentd el inconveniente de que al solubilizarlo en agua
formaba una solucién de color rojo que no era el deseado en
la investigacioén. El secado a baja temperatura y vacio habia
provocado cambios estructurales en la molecula. Ademas este
método presentaba el inconveniente de ser muy costoso y poco
practico para nuestres recursos. No fué posible la
recristalizacién de este producto debido a la eliminacién
total del agua por este método, lo que dificultsé bastante su

solubilidad y por consiguiente la obtencién de cristales.

La muestra BUG-A presenté varias ventajas con respecto a
la muestra BUG-L. Se obtuvo mediante la aplicacién de vacio
parcial a la muestra durante 2 horas y se colocd en un dese-
cador por 24 horas para eliminar cualquier rastro de agua.

El producte obtenido fué un polvo rojo violeta,
altamente soluble en agua formando una solucién magenta. La
muestra pudo cristalizarse en metanol obteniéndose un
producto mas puro que favorecia la obtenciédn de su
comportamiento espectral del colorante BUG.

Después de haber obtenido las muestras puras por estos
métodos, era necesario obtener informacién acerca de la es-
tructura quimica del compuesto y para esto Be necesitaba
establecer el grupo al que pertenecia y sus funciones para
asi tener idea de su comportamiento.
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Es posible obtener esta informacién mediante la determi-
nacion de propledades fisicas y sus caracteristicas quimicas,
cromatograficas y espectroscédpicas por 1o que se realizé un
anadlisis para poder vislumbrar su formula y estructura. Se
pueden determinar los metoxilos,los grupoes N-metilo, los

hidroxilos, insaturaciones, etc.

Las determinaciones fisicoquimicas fueron solubilidad,
estabilidad al pH, pureza etc. tas pruebas quimicas
realizadas fueron : la preparacién de derivados acetilados
para el comportamiento espectroscépico, determinacién del N
presente por el método Kjeldhal (micro), hidrolisis &cida del
compuesto para determipnar e identificar los azucares junto
con los resultados de 1los espectros en infrarrojo,
ultravioleta, visible y resonancia magnética nuclear y al
final se llevd a cabo un estudio toxicolégico preliminar para

la obtenciéon del DL50 en larvas de camaron.

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

SOLUBILIDAD.

Ya obtenido el compuesto coloride por los 2 métodos de
secado se realizaron pruebas de solubilidad de ambas muestras
{BUG-L y BUG-A)

Ambos colorantes son altamente solubles en agua ¥y

medianamente solubles en metancl y etanol, pero al
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calentarlos ligeramente su solubilizaciéon es total. La
solubilidad se favorece y aumenta si el sélido obtenido fue
por el método de presion reducida en lugar del de

liofilizacion.

PUNTO DE FUSION

Las muestras BUG-L y BUG-A funden en el rango de 130 a
200 °C con descomposicién pasando del color magenta al rosado
y por ultimo a incoloro. Si la muestra era recristalizada en
metanol fundia en el rango de 180°C a 200°C. No se continud
la recristalizacién debido a que era primordial realizar 1la
prueba de toxicidad del compuesto en lugar de llegar a un

producto totalmente puro.

pH

Se realizé la titulacién del colorante BUG con
hidroxido de sodio y 4cido clorhidrico valorados, para
obtener datos acerca del comportamiento y estructura del
compuesto con respecto a los cambios de pH. Se encontro gque
la molécula no se destruia en el rango de pH 3-7 esto es que
no habia cambio de color al compararlo con una solucién
estandar del colorante. A pH 1 y 2 el colorante ifhtensificaba
su tinte rojizo y a pH 8-14 se incrementaba la tonalidad

violacea.
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PUREZA

La determinacién de la pureza de los compuestos se
realiz6é mediante cromatografia en capa fina sobre silica-gel
lo <cual se corroboraba con los resultados, del punto
de fusion y los espectros de infrarrojo, ultravicleta, luz
visible y RMN.

El Rf obtenido para BUG fué de 0.57 utilizando como
eluyente una mezcla de agua/metancl 4:1, ademas, para
asegurar la pureza del coleorante sge realizaron placas
bidimensionales donde s6lo se observaba una sola mancha al
igual que en las placas unidimensionales. Ya obtenidos 1los
resultados de las pruebas fisicoquimicas del colorante, se
prosiguié a realizar las determinaciones quimicas para

propoher una estructura al compuesto colorido BUG.

DETERMINACIONES QUIMICAS

Con las muestras BUG-A y BUG-L se realizaron diferentes
determinaciones quimicas. Una de éstas, fué la obtencién de
derivados acetilados 1los cuales se clasificaron en la si-~

guiente forma:

DAL-L Derivado acetilado del colorante liofilizado
DAL-A Derivado acetilado del colorante secado a pre-

8ién reducida.
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De cada una de las muestras se hicieron derivados por 2
meétodos para determinar el tipo de hidroxilos presentes en la
molécuyla va que en el espectro de infrarrojo (No.l) se obser-

va banda de éstos.

La acetilacién se hizo para determinar los hidroxilos
aliféticos (anhidrido acetico y piridina) y los hidroxilos
aromAticos (anhidrido acético y acido

paratoluensulfénico).(28,30,31)

Se hicieron 4 tipos de derivados: DAL-L1 y DAL-L2; DAL~
Al y DAL-A2. El numero 1 correspondia a la prueba de hidroxi-

los aromaticos y el numero 2 para los hidroxilos alifaticos.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS DAL-L! y DAL-A1

Se colocéd 0.01gr de la muestra seca del colorante (BUG-L
o BUG-A), se agregaron 10ml de anhidrido acético y 0.3gr de
acido p-toluensulfénico, se agitd y se dejéd reaccionar por 24
horas obteniéndose un compuesto café obscuro en solucién y un
precipitado.A la solucioén se le agregd cloroformo para su
disolucién y posteriormente se elimind el exceso de 4acide con
una solucién de bicarbonato de sodio al 10 por «ciento. El
exceso de anhidrido acético y de Acido de la reaccién fue
neutralizado con pequeflas porciones de agua. Cuando

eliminaron todas las sustancias en exceso se separé la fase
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clofoférnica y- se tratd de cristalizar sin obtener ningun
'pfoducto lo que. nos indicdé que no hubo presencia de
hidroxilos  aromadticos en el compuesto. El precipitado se
‘filtré y se pudo observar que era el exceso de acido y que al
..lavarse con bicarbonato de sodio al 10 por ciento se obtuvo
una - sal soluble en agua y se comprobé que era la sal del

. 8cido p-toluensulfénico.

Al realizar una cromatoplaca de la fase cloroférmica no
hubo presencia de ningun compuesto sin embargo en la
cromatoplaca de 1la fase acuosa se presentdé una mancha que

correspondia a la muestra BUG.

Al no obtenerse producto acetilado por el método del
4cido p-toluensulfénico en ninguno de los casos, no se pudo
aumentar la informacién sobre el compuesto por lo que se

prosigui6d con el segundo derivado acetilado.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS DAL-L2 Y DAL-A2

Se coloctd 0.1gr de colorante y se agregé 3ml de piridina
y inl de anhidrido acético. Se agitéd y se dejd reaccionar por
24 horas. Al término del tiempo de reaccién se disolvié el
producto en cloroformo para solubilizar el derivado acetila-
do. Se escogié el cloroformo como solvente por que al aceti-
lar el compuesto, la polaridad deberia de disminuir. Se
agregd Acido clorhidrico al 2 por ciento para eliminar 1los
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residuos de piridina, se hicieron 3 lavados para asi formaﬁ
el clorhidrato de piridina. Cuando se comprobé que‘ ya no
habia piridina presente en el medio se prosiguié a eliminar
el exceso de acide acético que se habia formado durante la
reaccién con una solucién de bicarbonato de sodio al 20 por
ciento. Se eliminé lz fase acuosa y se prosiguié con la fase
cloroférmica para obtener un producto puro y totalmente ace-
tilado al cual se le hicieron determinaciones espectroscopi-

cas.

Por este método se logrd obtener el derivado acetilado
que proporciondé gran parte de la informacién acerca de 1la

estructura quimica del compuesto.

De la muestra DAL-A2 se obtuvo un espectro gque dio
bastante informacién sobre la naturaleza quimica del compues-
to y proporcioné los suficientes datos para dirigir acertada-

mente la determinacién estructural.

D E TERMINACION ESTRUCTUR A L

P OR ESPECTROSCOPTIA

La conpleta identificacién de un compuesto depende en
gran parte de la medida de sus propiedades y la comparacion
de datos con las de la literatura. Estas propiedades pueden

ser punto de fusién, solubilidad, Rf, etc. (8,14)
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Sin embargo, son igualmente informativos los datos de
sus caracteristicas espectroscépicas como son las mediciones
espectro infrarrojo, ultravioleta, visible y de resonancia
magnética nuclear. Otra técnica que ha ayudado bastante a la
ideptificacién de un compuesto es la fluorometria donde nos
proporciona informacién sobre los cationes presentes en la
molécula.

Se hicieron varios espectros del colorante aué y Ssus
derivados DAL por la técnica de pelicula, estado so6lido vy
pastilla. Los espectros fueron realizados en el range de
infrarrojo, ultravioleta y visible:; también se obtuvieron
espectros de resonancia magnética nuclear para los derivados
acetilados y un estudio de flyorometria para la
identificacidén de cationes.

Se prepararon varias nuestras para las espectroscopias,

las mas importantes y decisivas se presentan en este trabajo.
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INTERPRETACION DEL ESPECTRO DE INFRARROJO

El espectro No.1 fué tomado de la muestra BUG-A y se
efectud en el rango de radiacién infrarroja, la técnica
utilizada fué por pelicula. La referencia utilizada fué aire
en una celda de 1 cm,

Los datos obtenidos fueron

a) De 3600 - 3100cm-1 se observa una banda de absorcién
ancha correspondiente a un compuesto con grupos hidroxilo.
b) De 2960 - 2860cnm-1 hay sefiales de metilo,
probablemente de dos o mas, desplazadas ligeramente
y se confirma su presencia en las sefiales de
1390 - 1370cm-1.

c) De 1630 - 1590cm-1 hay presencia de pequefias
sefiales de dobles enlaces conjugados.

d)} En 1610cm-1 se observa una sefal de grupo carbonilo.
e) A 1030cm-1 hay sefiales de pequefios picos de un
enlace C-N unido a dos hidrégenos o dos metilos.

£) A 1080cm-1 se observa la presencia de un alcohol

primario o secundario,
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INTERPRETACION DEL ESPECTRO DE ULTRAVIOLETA.

El espectro No.2 se realizé en el rango del
ultravicleta, se utilizé una celda de 1t cm y la referencia
fue metanol. La muestra utilizada fué BUG-A, recristalizada

en metanol.

Hay un pico de absorcién maxima a 236nm y una banda de
absorcién muy ancha desde 270 hasta 330nm con una maxima

abasocién a 305nm.

Este comportamiento corresponde al patrén de absorcién
de betalainas, aunque los picos de absorcién son muy anchos
lo que nos indicé que habia un elemento probablemente de 1la
4a familia lo que provocaba un ensanchamiento en las sefiales
de los espectros, especialmente el de RMN; también se
observaba un efecto paramagnético el cual solo podia ser
provocado por metales como Fe puesto que la muestra utilizada
era pura, fué necesario hallar una explicacién a este

fendémeno.
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INTERPRETACION DEL ESPECTRO VISIBLE

El espectro No. 3 fué hecho en el rangoe del visible en
una celda de icm utilizando como referencia al agua debido a

1a alta solubilidad de BUG en ésta.

Se observa un pico de absorciédn ancho con una maxima
absorcioén a 562nm, caracteristica de los compuestos
betacianinicos. Concuerda con los valores espectrales en el

rango visible de las betacianinas de color magenta.

Se efectué un estudio de fluorescencia para determinar
cationes y se encontro fierro en trazas suficiente para
provocar una distorsioén y ensanchamiento de las bandas en los

espectros 1, 2 y 3.
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Hubo tanmbien presencia de otros metales que se
encuentran en general presentes en las plantas pero no afec-
tan el comportamiento de los espectros., Se intuia que proba-

blemente el fierro formaba parte de la moléculsz.

Para comprobar 1la presencia del fierro dentro de la
molécula se wutilizé una columna 4cida para eliminar 1los
cationes presentes. Se hizo pasar el colorante magenta puro
BUG por la columna y al final de ésta se obtuvo una solucién

café BUG-3 totalmente distinta a la muestra BUG.

La solucién BUG-3 se concentrd en rotavapor y se tomaron
10ml que se colocaron en un matraz de bola y se agregd 15ml
de acido clorhidrico al 2 por ciento para realizar una hidré-
lisis en condiciones suaves y lograr la separacion del -

aglucén y el plucédsido. (22,23)

Se colocd a refluio durante 4 horas, se dejé enfriar y
se colocé en un embudo de separacidén, se agregd cloroformo
para separar los azucares del aglucén. Se hizo una cromato-
placa a ambas fases, observando que la fase cloroférmica no
presentaba ningun compuesto aun al concentrarla. Esto nos
indicé que los compuestos que se requerian se encontraban en

la fase acuosa Yy que eran de polaridades muy similares.
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En la cromatoplaca de la fase acuosa se observé la
presencia de 2 conmpuestos por lo que se prosiguié a separar-
los e identificarlos. Para la separaciéon de estos compuestos
se monté una columha de fluorisil-celite en una bureta de
25ml y se colocd 5ml de la muestra Hl (hidrolizade de BUG,
fase acuosa, sin filerro). Se eluyé con una mezcla de metanocl

y cloroformo 4:1 y se tomaron fracciones cada S5ml.

En las fracciones 1 y 2 se obtuvo un compuesto colorido
amarillo (H1A), 1las fracciones 3 a 8 no presentaron ninguin
compuesto por lo que fué necesario cambiar la polaridad de la
columna para obtener el segundo compuesto colorido café
{H1B). La mezcla utilizada fué metancl y cloroformo 1:1 vy al
final se utilizé una mezcla de metanol y agua 2:8 con la que

corrié el compuesto HiB, fraccién café sumamente polar.

Al obtener los compuestos H1A y H1B se realizé un an&li-

sis para la identificacién de estos compuestos.

ANALISIS DEL COMPUESTO HiaA.

Debido a la menor polaridad de este compuesto con
respecto al HiB vy partiendo de la posibilidad de que se
trataba del grupo aglucén , sBe realizé una determinacién de

N por el método Kjeldhal, para confirmar que la moleécula
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contenia nitrogeno, esto en base a lo reportado en la

literatura. (16,17,22,23)

Se eligio este procedimiento debido a que se considera
la técnica mas fidedigna para la determinacién del nitrégeno
organico. Este métodc consiste en la combustién humeda de la
muestra, la cual se calienta con &cido sulfurico concentrado
(digestién) en presencia de catalizadores metdlicos para asi
llevar a cabo la reduccién del nitrégeno organico, el cual es
retenido en solucién como sulfato de amonio. La solucién
alcalina Bse destila o se arrastra con vapor para obtener el

amoniaco el cual es atrapado y titulado (titulacién). (10)

Se prepararon 3 muestras por duplicado. La primera fué
una muestra del colorante BUG-L denominada N1, la segunda fué
H1lA que se consideraba el aglucédn, se le did el nombre de N2

y la tercera muestra fué el blanco.

Se pesé 0.05gr de muestra en un pedazo de papel blanco y
se introdujo en el matraz de microkjeldhal. Se coloct sulfato
de potasioc, 6xido de mercurio y acido sulfurico concentrado y
piedras de ebullicién. El matraz fué colocado en el digestor
y se calentd hasta la total destruccién, esto fué cuando el

liquido del matraz se observé completamente claro.
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Se dejé enfriar y se disolvié en agua, colocéndose en el
aparato de destilacién.Se enjuagd el matraz y se colocd en el
aparato, A la salida del condensador se colocd un vaso de
precipitados con un volumen conocido de Acido bérico titula-
do. Se agregd hidroxido de sodio 1:1 a la copa de adicion del
microdestilador poco a poco, para evitar asi la aceleracién
de -la reaccién y disminuir la posibilidad de perder la mues-

tra.

Se continudé la destilacién hasta obtener toda la muestra
la cual se titul6 con una solucién de 4cido clorhidrice 0.02

N.

Los resultados fueron que las muestras N1 y N2 contenian
27.81 y 27.85 por ciento de nitrégeno que dividido entre el
peso molecular del compuesto BUG hidrolizado (sin
azucares) que corresponde a 2 atomos de nitrégenoc en la
molécula . Este resultado concordé con la estructura de las
betacianinas y contribuyé a aumentar la informacién acerca de

la naturaleza quimica del compuesto colorido BUG.

También se prepard la muestra H2B para la obtenciétn de
un espectro de resonancia magnética nuclear (No. 5). Esta
muestra se prepard de la siguiente manera: se coloct 1ml de
muestra en un matraz y se elimindé el agua por el método de
presién reducida durante 2 horas, posteriormente se dejé en
el desecador por 24 horas para la total eliminacién del agua.
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INTERPRETACION DEL ESPECTRO DE RMN

Al cabo de este tienpo se realizd el espectro de RMN, se
utilizé como solvente cloroformo deuterado ¥y se obtuvieron

las siguientes sefiales:

a) En 2.1ppm se observa un multiplete que indica las

interacciones de un hidr6geno con un nitrégeno.

b) A 3.4ppm hay sefial de 2 singuletes correspondientes a
hidrégenos de 2 metilos unidos a nitrégeno, la seflal

esta desplazada por 1la presencia del nitrégeno.

c) A 3.7ppm se encuentra un multiplete correspondiente -

a los hidrégenos de 3 o 4 acetilos.

d) A 4.1ippm hay un multiplete de los protones de la base

del azucar.

e) A 5.3ppm se observa un multiplete que indica la
presencia del protén anomérico del hemiacetal del
azucar Yy un singulete correspondiente a un protén

vinilico.

f) A 6.35ppm hay una senal de un singulete de un protén

vinilico.
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ANALISIS DEL COMPUESTO HiB

Debido a las caracteristicas tan polares y contemplando
la posibilidad de que se tratara de la parte glucosidica del
colorante se comparé con diferentes patrones de azlicares que
podrian ser porciones del colorante como glucosa, fructosa,

ramnosa, etc.

Al compararse con los patrones por cromatografia en capa

fina se obtuvo como resultado que la parte glucosidica de 1la

betacianina estaba conformada por glucosa.
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ANALISIS TOXICOLOGICO PRELIMINAR

Como el colorante se propone para utilizarlo en 1la
Industria Alimentaria se realizé un estudio toxicolégice
preliminar en larvas de camardn para obtener datos acerca de

la toxicidad del colorante.

Este método es un bicensayo simple en el cual se deter-
minan valores de DLS0 en mg por ml. Se wutiljizan larvas
de camarén (Artenia salipaleach) las cuales son altamente
sensibles a compuestos téxicos ( <5mg/Kg }. Se utilizé este
método debido a su rapidez, bajo costo, confiabilidad y

facilidad de desarrollc dentro de nuestre laboratorio. (19)

Se colocaron 0.02gr del colorante BUG~A y se disolvieron
en la minima cantidad posible de metancl. Se dej6é evaporar el
metancl Yy entonces se colocd la sustancia en diferentes
frascos con distintas concentraciones de colorante en una

solucidén salina.

Se formaron 3 lotes con las siguientes diluciones 10,
100 y 1000ppm de BUG, 1la prueba se realiza por triplicado. En cada
frasco se colocaron con una pipeta 10 larvas de camarén y los
camarones pueden contarse macroscopicamente transcurridas las
24 horas
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S5e reporta el numero de scbrevivientes y se -estima. el

porcentaje de muertes en cada una de las dosis.

RESULTADOS

CONCENTRACION . 1000ppm i00ppm ¢ 10ppn

10/10 10/10

No. sobrevivientes 710/10 ";,, ;d/lq
2104307 10/10
No. muertes 0/30 0/30

Por lo tanto 1la DL50 > 1000ppm

Las actividades de 1los extractos o sustancias se
consideran significativos cuande DLSO es menor o igual a
30mg/ml por lo gque el compuesto se considera no téxico. Esto
nos indica que el colorante puede ser utilizado en alimentos
pero aun son necesariag otras pruebas toxicolégicas para

completar este estudio.
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CONCLUSIONES

1. Se obtuve un extracto puro del colorante magenta

te una extraccién con metanol y posteriormente con agua.

2. El extracto purc de BUG pudo ser cristalizado vy
purificado (BUG~L y BUG-A), pudiéndose asi caracterizar el

compuesto colorido magenta de la bugambilia.

3. De los 2 métodos de purificacidon, el mejor fué el de
secado a presién reducida, el cual no modificéd la estructura
ni las caracteristicas fisicas ni quimicas del colorante BUG.
Ademds de que este método es el mas conveniente a nivel

laboratorio por su bajo costo y facilidad.

4. La elucidacitn de la estructura del colorante BUG
pudo obtenerse mediante la realizacién de derivados acetila-
dos y la interpretacién de espectros del visible,ultraviocleta

y RMN.

5. El DL50 del compuesto estad considerado dentro de
los compuestos no téxicos per¢ son necesarios estudios mas

completos para poder utilizar el colorante en alimentos.
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6. Para el compuesto BUG se propone 1la siguiente
estructura:
H,c.\(s,f.u,

e 8 | v e¥oY
o, j N—’\f o\
ox :__4;‘—\'- :‘ —c °?/°n
. ot

GLUCOSIDO DE LA 1, 7-DIAZOHEPTAMETINA

7. Las bracteas magentas de la Bougainvillea spectabilis

son un material adecuado para la obtencion del
colorante BUG de uso potencial en el area

alimentaria.

8. La investigacién de este tipo de compuestos obtenidos
de fuentes naturales ofrecen un amplio campo de
desarrollo en 1la Industria Alimentaria puesto que
aun no se han agotado todas las posibilidades de

estudio sobre pigmentos vegetales.
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