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Mi querido Théo:
Es todo un reto pintar la atmdsfera, pero he descubierto
que cuando uno realmente quiere hacer algo, lo logra.

Vincent van Gogh
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INTRODUCCION

México es poseedor de una gran herencia cultural, nuestros antepasados dejaron
huella de su existencia a través de muchos objetos que han logrado preservarse hasta
nuestros dias. En estas piezas se guarda el conocimiento desarrollado por culturas
mesoamericanas, y otras mas sirven como testimonio de hechos con gran trascendencia
histérica. Sin embargo, factores naturales como el tiempo, la humedad, la luz o factores
humanos como asentamientos de ciudades, contaminacién, guerras o simplemente
restauraciones mal realizadas han provocado el deterioro de bienes culturales muebles e

inmuebles.

El reconocimiento de la importancia del patrimonio cultural en la conformaciéon de
la identidad de los pueblos lleva a los gobiernos a institucionalizar y profesionalizar la
restauracion. La necesidad por preservar el patrimonio artistico y monumental es el punto
de partida que abre un panorama de estudios interdisciplinarios muy interesante. La
complejidad histérica, artistica, fisica de los bienes culturales requiere para su comprension
del uso de una amplia variedad de especialidades técnicas y disciplinas académicas

integradas y coordinadas, en el mejor de los casos, por restauradores’.

Sin una investigacién previa seria imposible todo esfuerzo serio por conservar o
restaurar cualquier fragmento del patrimonio cultural y ésta puede ser clasificada como:
investigacion histdrica, socioecondmica y cientifica o técnica. Para fines de este trabajo, se
abordard la investigacion cientifica o técnica, la cual tiene por objetivo adquirir el
conocimiento de la composicidon, procedimientos de construccién, materiales empleados y
del estado estructural en el que se encuentra situado para, a partir de eso, poder realizar

una intervencioén con fines de conservacién y/o restauracién adecuados'.



Introduccion

El estudio cientifico de una obra de arte comprende un vasto conjunto de métodos y
técnicas, y la calidad de los resultados depende, en gran medida, de la formulacién
adecuada de preguntas a resolver. Hay que considerar que el andlisis instrumental aislado
puede llevar a falsas aseveraciones; por ello es indispensable realizar estudios de

informacion interdisciplinaria que daran certeza y veracidad?.

La busqueda de informacion cientifica de los bienes culturales se apoya en tres
ramas de estudio: la metrologia, la holistica y la caracterizacion de materiales. En la
metrologia se busca realizar mediciones en las obras o de sus proporciones (por ejemplo, el
grosor, el color o la porosidad de una hoja de papel), o para hacer mediciones de las
condiciones del medio ambiente que puedan afectar a las obras (humedad, temperatura,
luz). En la holistica se obtienen imagenes de un bien presentdndolo de un modo distinto al
que se percibe a simple vista, puede ser con el empleo de técnicas fotograficas, desde
diferentes angulos, imdgenes captadas con microscopios o bien con diversas fuentes
luminicas (UV, infrarrojo, polarizada, rayos X, etc.). En la caracterizacién de materiales se

analiza la composicién quimica y estructural de dreas muy pequefias de una obra?.

Sin embargo, en la caracterizacion de la composicién material existen limitaciones
en estos andlisis, principalmente en la toma de muestra. Para el estudio de un bien cultural
lo primordial es optar por técnicas que puedan ser realizadas in situ ya que muchas veces
no es posible obtener ni el mds minimo fragmento de una obra?. Cuando es posible obtener
una muestra de la obra, el proceso a seguir constituye todo un reto a vencer. El principal
problema a enfrentar es la preparacién de la muestra; muchas técnicas requieren de
cantidades del orden de miligramos para poder realizarse y en la mayoria de éstas ya no es
posible recuperar la muestra®. En muestras de origen organico, los tratamientos suelen ser
mas largos y complejos. Esto es debido a que las muestras de origen organico son mas
susceptibles a sufrir degradaciones causando la produccién de otros compuestos quimicos,
dificultando asi la identificacién de los compuestos iniciales®. Es importante mencionar que

para muchas técnicas en donde se analizan compuestos organicos requieren del empleo de



Introduccion

patrones o estandares. Es por ello que, los patrones constituyen un factor clave para la
determinacién de los compuestos que integran una muestra de una obra de arte o un bien

cultural?.

El presente trabajo representa una aportacién al estudio del patrimonio cultural
desde una perspectiva cientifica. La investigacién aborda el estudio quimico de un
colorante natural azul empleado durante la época prehispanica y colombina, el cual era
usado principalmente en la tincidon de textiles y para la ilustracién en ldminas o
documentos. Por lo que, este estudio esta dirigido hacia la identificacién de colorantes
naturales en objetos de patrimonio cultural, en particular del colorante azul prehispanico

conocido como matlalli.

En los primeros apartados de este trabajo se presentan los antecedentes histdricos
sobre empleo del colorante extraido de distintas especies de Commelina sp. en el México
antiguo y el Japén de los siglos XVII-XIX; se mencionan las principales caracteristicas
botdnicas y etnobotédnicas del género Commelina; y se aborda la relacién entre el color
desarrollado por las flores con la naturaleza quimicas de los compuestos presentes en el
colorante de Commelina sp. A continuacién, se expone la parte experimental en donde se
describe el proceso desarrollado, los diferentes estudios realizados al colorante de las flores
azules de los ejemplares de Commelina dianthifolia Delile y los resultados obtenidos. Se
efecttiia posteriormente una discusién y andlisis de los resultados en la investigacién, para

finalizar con las conclusiones del proyecto y las perspectivas a futuro.



J USTIFICACION

Los colorantes naturales han sido empleados para dar color a muchos objetos como
obras de arte, cddices, textiles, murales y objetos artesanales. La variedad de materiales
pictdricos es una prueba del gran desarrollo en las técnicas de fabricaciéon que tenian las
culturas mesoamericanas, de los recursos naturales disponibles en la época e inclusive el
uso recurrente de ciertos materiales pictéricos dan informacién de los diferentes

significados de acuerdo al contexto en donde éstos fueron empleados.

Hoy en dia, el estudio interdisciplinario es empleado con mayor frecuencia para
abordar problemadticas que no pueden ser resueltas si se ven desde una sola drea. El estudio
del patrimonio cultural desde la perspectiva cientifica ha contribuido en gran medida a
descifrar algunas interrogantes que han quedado a la espera de ser resueltas. La
informacién adquirida a través de diversos estudios cientificos ha permitido tener una
visién mas clara y sélida respecto del pasado de un bien cultural, y como consecuencia de

nuestra historia.

Gracias a la aportacién de diferentes estudios cientificos se conoce con mas detalle
los materiales y tecnologias desarrolladas por las culturas mesoamericanas, llegar a este
conocimiento constituye un reto puesto que en la mayoria de los casos no se cuenta con
fuentes de informacién documental que respalden dicha informacién. Es por ello que
muchos estudios se enfocan primeramente en la caracterizacion de los materiales que
constituyen un bien cultural, y hablando de materiales de origen organico, tener patrones

de comparacion resulta el punto clave para la identificacién de éstos.



Capitulo

]_ Antecedentes histdricos

Las culturas mesoamericanas dejaron testimonio de su existencia a través de la construccién
de majestuosas ciudades, la elaboracidn de magnificos textiles y objetos artesanales; conocimiento
plasmado en diversos manuscritos, filosofia, practicas religiosas, tradiciones, gastronomia,
herbolaria, entre muchas cosas mds, que han logrado conservarse hasta nuestros dias*. Gracias a
estas huellas, historiadores, antropélogos, arquitectos, restauradores y cientificos, mediante una

drdua labor, han podido reconstruir gran parte del pasado de estas culturas®.

1.1 Fuentes documentales prehispanicas y coloniales

Los cddices prehispanicos son considerados como la principal fuente de informacion
documental que se tiene de estas épocas; su creacion respondia a diferentes propdsitos como dar
testimonio de algin hecho trascendental, legitimar la propiedad de alguna tierra, registrar la vida
de algtn personaje importante, etc. La mayoria de estos documentos fue destruida por accién de los
conquistadores y la Iglesia; algunos fueron escondidos por los pobladores indigenas para evitar
represiones por parte de la Inquisicion del siglo XVI; y otros tantos fueron enviados por los
espafioles a Europa como “regalos exdticos” para la realeza. Muchos de estos cddices se perdieron
en el tiempo y la mayoria de los que se tiene conocimiento de su existencia pertenecen a

colecciones de museos europeos®.

En la época posterior a la conquista también se elaboraron algunos cédices o manuscritos
para plasmar el pensamiento y modo de vida de los indigenas, relatar la historia de la conquista y
describir los recursos naturales hallados en el nuevo mundo. Es importante mencionar que la

elaboracion de estos documentos fue un encargo de la Corona Espafiola para tener un informe



1 Antecedentes histdricos

detallado sobre las riquezas de las cuales se habia hecho acreedora. A la Iglesia también le fue de
gran utilidad, ya que investigar sobre las costumbres y vida de los indios le permitié acercarse a

ellos y realizar su labor de evangelizacion®.

La principal fuente documental colonial que habla del conocimiento y forma de vida de los
pueblos nahuas en la época prehispanica es la obra realizada por Fray Bernardino de Sahagun
Historia General de las cosas de Nueva Espafia o también conocido como Cddice Florentino. Para
relatar esto, Sahagun entrevisté a sabios nahuas nacidos antes de la Conquista y con ayuda de
pintores y escribanos (tlacuillos), nacidos después de la Conquista y conocedores de la lengua
castellana, plasmo el saber del pueblo nahua en una obra que abarca 12 libros. En ellos se abordan
temas como: organizacidon social y gobierno; dioses y practicas religiosas; filosofia; astronomia;
tradiciones y costumbres; los oficios y la gente; la naturaleza: animales, plantas y minerales; hasta
finalizar con el relato de la Conquista espafiola. Cada plana (hoja) del manuscrito comprende dos
columnas: la primera, contiene la descripcién en lengua castellana; y la segunda, en nahuatl;

ademas de la inclusién de imagenes para ilustrar y complementar la informacién’ (Imagen 1).
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1 Antecedentes histdricos

Ademas de Sahagun, otra fuente documental importante es la realizada por Francisco
Hernandez en Historia Natural de Nueva Espafia (Imagen 2). Hernandez, quien fuera protomédico e
historiador de la Corona espafiola, realiz6 entre los afios 1571 y 1576 una expedicién encomendada
por el Rey Felipe II de Espafia para reportar las riquezas naturales halladas en el Nuevo Mundo. En
su trabajo, Herndndez amplia la obra hecha por Sahagtn elaborando una descripcién botdnica mas

detallada de la flora y fauna mexicana®.

HISTORIA NATURAI
DI

NUEVA ESPANA

Imagen 2. Obra de Francisco
Hernandez Historia Natural

de Nueva Espafia'®.

Dos siglos después, entre los afios 1787 y 1803, el grupo de naturistas e historiadores
encabezados por Martin de Sessé y José Mariano Mocifio realizé una expedicion desde territorio
californiano y costas de Canada y Alaska hasta Costa Rica. La expediciéon Sessé-Mocifio, como se
llamé posteriormente, emprendié un largo viaje para realizar un estudio mdas completo sobre la
flora y fauna de México y Centroamérica. Como fruto de este trabajo, se publicé la obra Flora
Mexicana y Plantae Novae Hispaniae y Florae Guatimalensis, en donde se establecié la nomenclatura

cientifica linneana de 4000 especies y se elaboraron 1400 bocetos®.

Estas tres fuentes de informacién documental comprenden el punto de partida para el
estudio de los materiales de pintura empleados durante la época precolombina. Estas obras

permiten el seguimiento de especies vegetales y animales en el tiempo a través de su nombre

12



1 Antecedentes histéricos

ndhuatl, nombre comun y/o por su clasificacion cientifica. Es gracias a estas obras que hoy en dia es
posible asignar la fuente natural (animal, vegetal o mineral) de la cual puede estar constituido un

bien cultural en el México antiguo'l.

1.2 Tradicion oral y el arte textil

Como ya se ha mencionado, la tradicion oral es una fuente de informacion indirecta. Gracias
a esta practica aun se conserva parte del conocimiento desarrollado por las culturas
mesoamericanas. A lo largo de cinco siglos, la practica oral ha podido preservar tradiciones y

costumbres, saber herbolario, gastronomia, practicas y oficios, etc!.

El arte textil pertenece a las practicas mds antiguas e importantes heredadas de nuestros
antepasados (Imagen 3). Las telas elaboradas por los pueblos nahuas eran reconocidas por su
ostentosidad y belleza'?. De acuerdo con Sahagun, la gente del pueblo mexica contaba con un
guardarropa especial para los dias de ceremonia o festejos; estas prendas requerian de un mayor
cuidado en su elaboracién y por tanto, para su elaboracién se escogian materiales de alta calidad’.
Mientras mas elementos diferentes se emplearan para la manufactura de las prendas, mayor era el

rango que el individuo tenia en la sociedad'?.

Imagen 3. La cultura purépecha
o tarasca de Michoacdn
(fragmento), Diego Rivera,
Palacio Nacional, México

(1942-1945)13.

13



1 Antecedentes histdricos

Para elaborar cualquier prenda lo primero a realizar era la preparacion del tinte o colorante.
Este material de pintura era preparado por el tlahpaqui o tintor y debia ser capaz de disolverse en
agua. Los colorantes o tintes se podian obtener de fuentes minerales: pulverizando piedras, tierras o
sales; de fuentes animales: como la tan popular grana cochinilla (nombre cientifico Dactylopius
coccus y nocheztli en nahuatl) o el caracol parpura (Purpura pansa, Purpura patula); y de fuentes
vegetales: machacando flores, plantas o raices para extraerles el color* Y 2, Entre los materiales
empleados a teiiir se encontraban principalmente las fibras vegetales como el algodoén, el henequén,
el maguey y algunas palmas. En ocasiones, al hilo de algodén se le podia agregar plumén de ciertas
aves o pelo de conejo, lo cual aumentaba el valor comercial de la prenda. Con la llegada de los

espafioles se incorporaron otras fibras de origen animal como la lana y la seda'2.

Posteriormente, se realiza el tefiido de las fibras, las cuales han sido previamente hiladas,
lavadas, y enrolladas en madejas para un manejo mas facil. Para poder fijar el color en las fibras,
muchas veces éstas recibian un pre-tratamiento en un bafilo de agua con sales, como el alumbre
(NaAl(SO4)2 y/o KAI(SO4)2), a este proceso se le conoce como mordentado de la fibra. La
solubilidad del colorante en agua era esencial, puesto que el proceso de teiiir consiste basicamente
en preparar bafios de agua en donde se agrega el colorante y se sumergen las madejas de hilo para
que el color sea absorbido con facilidad. Existen varias técnicas para realizar el tefiido de una fibra,
éstas dependen principalmente de la naturaleza del colorante y de la fibra a teiiir, y pueden variar
segun la época y la regién en donde fue realizado el proceso. Una vez teiiido el hilo, se procedia a
realizar el tejido empleando un telar prehispanico, muy semejante al que se sigue empleando en

algunas comunidades indigenas!2.

1.3 Matlalli, un colorante azul en el México prehispanico

De los diferentes colorantes empleados en la época prehispanica y colonial destaca la grana
cochinilla y el indigo (Dactylopius coccus e Indigofera suffruticosa) por el gran impacto y éxito que
éstos tuvieron al introducirse en el mercado mundial textil* ¥ 12, Ambos colorantes tienen la
caracteristica de brindar colores muy intensos y duraderos empleando una menor cantidad de éstos

en comparacién con otros colorantes. Sin embargo, existen otros colorantes prehispdnicos que no
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lograron obtener tal éxito y que inclusive poco se sabe en la actualidad de la manera en como se

elaboraban y utilizaban en el tefiido de fibras o materiales pictéricos!!.

Uno de estos colorantes es el matlalli, el cual es extraido de las flores del matlalin, y que
produce un color azul ultramar. La primera fuente documental que reporta la manera de prepararlo
y su uso para el tefiido de fibras es en la obra de Sahagtun!4. En el Libro XI, en el Capitulo
denominado Los colores de todas maneras, Sahaguin describe las principales materias (vegetales,
animales y minerales) de donde se obtienen los colores y los usos que se le daban a éstos. Para el
color azul existen tres colorantes: el tlacehuilli o aiiil, el matlalli y el texotli. Sobre estos colores los

informantes de Sahagtin narran lo siguiente:

Al color azul fino llaman matlalli, quiere decir azul. Hdcese de flores azules,
color (que) es muy preciado y muy apacible de ver, lldmase también Cardenillo
en lengua espafiola ...Hay un color azul claro como el del cielo al cual llaman
texotli, y xoxovic, es color muy usado en las ropas que se visten como mantas y

uipilies: hdcese de las mismas flores de las que se hace el matlalli'*.

En la Imagen 4 se aprecia un fragmento del Cddice Florentino en donde esta descrita la
elaboracién del colorante matlalli. En la parte superior de la imagen se encuentra un boceto de la
planta, donde se observa que ésta posee un tallo delgado, que tiene hojas delgadas y alargadas
distribuidas por todo el tallo, y que presenta una flor mediana de cuatro pétalos. En el inferior de la
imagen observamos otra ilustraciéon en donde se ve a un joven tlacuilo empleando el colorante

obtenido de la planta para dar color a un lienzo o manuscrito”.
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Imagen 4. Cddice Florentino
(detalle). En esta imagen se
aprecia el parrafo dedicado

al colorante Matlalli®.

Encontramos una segunda referencia a la planta matlalin en el libro duodécimo capitulo XXI

Del Matlalin de la obra de Herndndez'®, cuya descripcién de la planta se ajusta a la realizada por

Sahagun'#:

Es una hierba de dos codos de largo, raices fibrosas, tallos cilindricos y delgados,
hojas delicadas, numerosas, y flores parecidas a violetas purpiireas y azules. Se
remoja en agua por espacio de una hora, se exprime después, y con ese liquido se

tifien las lanas, segtin dicen, de color verdemar o azul. Llaman algunos a esta hierba

matlalxdchitl®>.

Los naturistas e historiadores Sessé y Mocifio, consideran que la planta conocida en ese
entonces como matalin y descrita por Herndndez, es una Commelina erecta. Altamirano'® sefiala que

este ejemplar pertenece a la familia Commelinaceae y posiblemente al género Commelina. Otros
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autores como Cervantes'’, Ramirez'8, Toussaint'® y Miranda y Valdés?° corroboran la clasificacién

taxondmica hecha por Sessé y Mocifio.

Continuando con Herndndez, en el libro décimo en el capitulo CX, reporta a la planta

[13

matlaliztic tetzcocano “... flores azules con forma de cdliz que brotan principalmente cerca del
extremo de los tallos”!®. La descripcién de este ejemplar posee un boceto, cuya apariencia es muy

similar a la observada en las plantas del género Commelina (Imagen 5).

Imagen 5. Boceto del Matlalitztic
tetzcocano en la obra de Francisco

Hernéndez!°.

Doscientos afios después, Sessé y Mocifio identifican a la planta del Matlaliztzic texcocano
como una Commelina erecta. Sefialan que la planta también es conocida comtnmente por los
indigenas como “hierba del pollo” y que habita en los jardines de San Angel y en Virginia. Agregan
que las flores hervidas en agua dan un color azul certileo con el que se tifie el papel para fabricar
flores y que justamente utilizaron este colorante para ilustrar las ldminas dando un color nitido,
particularmente en las imagenes de gorriones y flores*® (Imagenes 6-9). La coleccién de
ilustraciones de la expedicién Sessé-Mocifio fue adquirida por el Hunt Institute for Botanical

Documentation de la Universidad Carnegie-Mellon en Estados Unidos?2.

17



1 Antecedentes histéricos

- b

Imagen 6. Commelina erecta. Fl. Mex. Ic. 19. Coleccién Torner 0197. Dibujo a lapiz y acuarela
sobre papel; medidas 35 x 24 cm. Imagenes 7-9. Aves del Reino de la Nueva Espafia. Coleccidén
Torner. (Arriba, derecha) Iustracién 0329, dibujo a acuarela sobre papel, 35 x 24 cm; a tinta
Corvus bicolor. (Abajo, izquierda) Ilustracion 0332, dibujo a acuarela sobre papel, 35 x 24 cm; a
tinta Corvus coeruleus. (Abajo, derecha) Ilustracién 0333, dibujo a acuarela sobre papel, 30 x 21
cm; a tinta Corvus coronatus®.
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1.4 El colorante de la Commelina en el antiguo Jap6n

No sélo en el México antiguo se daba uso a las Commelinas como material de pintura, en el
antiguo Japon también se colectaban las flores para obtener un colorante empleado principalmente
para tefiir telas y para la elaboracién de los grabados en las estampas tradicionales japonesas?3. El
escrito mdas antiguo que menciona el uso de este colorante para tefiir telas es el Man’ydshil
“Coleccién de la Miriada de hojas”, una famosa coleccién de poemas considerada como la mas
antigua existente y la de mayor relevancia histérica compilada entre los afios 759-600 a. C. en

Japon?4y 24,

Aunque hay muchos nombres en varios dialectos japoneses para nombrar a la flor, el mas
empleado es el de tsuyukusa que quiere decir “flor azul”, nombre que también se emplea para
llamar al colorante azul obtenido de las plantas de Commelina. Algunos autores sefialan que las
especies mas utilizadas en Japén para la produccién de este colorante son: C. communis var. Ludens

y C. communis var. Hortensis?4¥ 25,

Aun existen artesanos en Japén que se dedican a la produccion del tsuyukusa. El método
para producir este colorante azul es muy sencillo y parece no haber cambiado desde el periodo Edo
(1603-1868). Este método consistia en colectar los pétalos de la planta (Imagen 10),
posteriormente prensarlos para obtener un liquido azul (colorante) y aplicarlo directamente sobre
una hoja gruesa de papel, la cual actia como portador del colorante, y finalmente dejarlo secar
(Imagen 11). Este papel portador es llamado aobana-gami “papel de flor azul” o ai-gami “papel
azul”, el cual permite conservar el colorante y evitar que el color se degrade. Para recuperar el color,
Unicamente se humedecia el aogami, permitiendo la disolucién del color nuevamente en agua, y se
aplicaba posteriormente sobre alguna prenda para su tincién; o bien, ya disuelto en agua, se
agregaba metanol para precipitar el colorante en forma de un polvo, se filtraba y finalmente se
agregaba éter para asegurar un secado por completo?4. En la Imagen 12 se aprecia una estampa

tradicional ukiyo-e en donde se muestra el proceso de fabricacién del papel aobanagami?®.
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Imagen 10. Mujer cosechando los
pétalos de una Commelina (dayflower)
como parte del proceso de fabricacién

del papel aobanagami?*.

Imagen 11. Proceso de elaboracion

del colorante azul tsuyukusa?*.

Imagen 12. Aobanagami, Utagawa,
Hiroshige III, 1877, Provincia de Omi,

Jap6n?6.

El colorante tsuyukusa es muy sensible a la mas minima presencia de luz y humedad. Los
expertos en el arte de tefiir sabian que, si las prendas tefiidas con tsuyukusa eran expuestas a la luz

del sol, perdian rdpidamente su color tornandose color amarillo verdoso®4. Esta propiedad de poca
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estabilidad en el color quedé como una marca distintiva tanto del colorante como de la flor, ya que
el botén de ésta abre sélo una vez y durante un periodo de pocas horas?®. Con la llegada de nuevos
colorantes como el indigo y el azul de Prusia para teiiir las telas, el uso del tsuyukusa fue decayendo

gracias a que estos nuevos colorantes eran, por mucho, resistentes a la luz y humedad?*.

Entre los siglos XVII y XIX, el colorante tomé un nuevo giro y se uso6 en la elaboracién de las
primeras estampas tradicionales en papel mejor conocidas como ukiyo-e2°. Debido a la intensidad y
belleza del azul en el tsuyukusa, el colorante era empleado con recurrencia para dar color a las
imégenes y el trazo de los caracteres japoneses®*. En la Imagen 13, se observa una de estas
estampas tradicionales japonesas en donde el colorante azul usado en el kimono se cree proviene
de una Commelina?. A diferencia de otros colorantes empleados en papel y que al ser mojados por
error dejan marca en el lugar donde fueron aplicados, el tsuyukusa “migra” a través de la hoja sin
dejar marca del lugar por donde pasé. Esta propiedad de poca retenciéon permite que el colorante

sea identificado de manera visual por restauradores y conocedores de arte con mucha facilidad?+.

Sl SEaS

E ﬂ.
e

Imagen 13. Dos muchachas en
un pdrtico, Suzuki Harunobu,

cerca de 1750%7.
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En el Instituto de Arte de Chicago (CAI)?® se realizé un estudio sobre los colorantes
empleados en las estampas tradicionales de Japdn. En este estudio se analizaron diversas estampas
japonesas pintadas con el colorante de la Commelina, se observé que en donde deberia de haber un
sdlo color azul muchas presentaban dos: un color azul y otro grisdceo. Para esclarecer el origen de
estos dos colores en las estampas, se reprodujo el proceso de fabricacidon del aobana-gami, desde la
recoleccién de las flores hasta la obtencién del aobana-gami seco, y éstas finalmente se sometieron
a un proceso de envejecimiento artificial. A grandes rasgos, se observd que un papel nuevo de
aobana-gami produce un color azul intenso, muy similar al color de la flor fresca; mientras que en
un aobana-gami envejecido artificialmente el color azul intenso va cambiando lentamente hasta
obtenerse el azul grisdceo. Por lo tanto, la diferencia de colores vista en las estampas ukiyo-e puede

ser explicada facilmente por la degradacion del colorante causada por el paso del tiempo.

En la actualidad es muy dificil ver los colores originales en las estampas tradicionales
japonesas, en la mayoria de los casos el color azul del tsuyukusa se torna a un amarillo palido
debido la gran susceptibilidad del colorante a la degradacién?. Estudios como el realizado por el
CAI permitirfan ayudar a conservadores y restauradores a realizar una evaluacién del estado fisico
de las estampas tradicionales ukiyo-e y de otros posibles objetos culturales en donde se haya

empleado el colorante de la Commelina.
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2 Commelinaceae

2.1 Caracteristicas botanicas y etnobotanicas

La familia Commelinaceae comprende alrededor de 7000 especies repartidas en 50 géneros y
es reconocida principalmente por sus elementos ornamentales. Dentro de esta familia se encuentra
el género Commelina, el cual incluye a mas de 170 especies?® distribuidas en su mayoria en los
trépicos y subtrépicos del globo terrestre®?; la mayoria de estas especies tuvieron su origen en el

Viejo Mundo?®!.

La botdnica describe a las especies del género Commelina como hierbas perennes o anuales,
de raices delgadas o tuberosas. El tamafio de la planta varia entre los 30 cm y 70 cm, posee
generalmente tallos delgados, ramificados y dependiendo la especie, los tallos pueden crecer de
forma erecta o postrados sobre la superficie. Las hojas son muy diversas: se les encuentra de
manera ovalada-lanceolada, oblongas, agudas, estriadas, etc. Sus inflorescencias son terminales,
solitarias o de cimas pareadas mas o menos encerradas por una bractea plegada. Flores bisexuales o
poligamas de varios colores; en su mayoria suelen ser azules pero también se les puede encontrar
en color violeta, morado, amarillo o blanco; sépalos 3, libres y desiguales; pétalos 3, libres,
generalmente los dos superiores son mds grandes en tamaflo que el tercero, raramente se
encuentran especies en donde todos los pétalos presenten el mismo tamafio; estambres fértiles 3;

fruto seco30y32,

Las flores de las Commelinas son muy llamativas para los insectos. Se ha visto que la
polinizacién de las Commelinas, en especial de C. coelestis y C. dianthifolia, depende de las

caracteristicas visuales de la flor para atraer a insectos polinizadores®3. El aparato reproductor
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masculino de la flor estd conformado por 3 estambres fértiles (un estambre medio y dos laterales) y
3 estaminodios con anteras cruciformes®’Y 33 (Imagen 14). Los estaminodios son visiblemente claros
y cuentan con un color muy llamativo (amarillo para C. dianthifolia); éstos inicamente producen
un poco de polen infértil y su funcién es para simular grandes cantidades de polen y dirigir la
atencién de los insectos visitantes al centro de la flor. Por otro lado, los estambres laterales y el
estambre medio producen polen de manera normal, pero no son tan atractivos visualmente como

los estaminodios.

Imagen 14. Organos sexuales de una flor de Commelina®*.

El propdsito de este arreglo es que la parte superior del cuerpo del insecto llegue a los
estaminodios y tome el polen poco fértil de éstos, mientras que, los estambres estaran impregnando

el abdomen de los insectos con polen fértil. Los aparatos reproductores femeninos (estigma y
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ovario) son muy largos y estan alejados de los estambres, lo cual dificulta que la planta sea
polinizada por si misma. El mecanismo de polinizacién desarrollado por la planta, permite que el

insecto portador de polen fertilice a flores vecinas en su siguiente visita®** (Imagen 15).

Imagen 15. Abeja recolectando el
polen en la flor de una Commelina

sp34.

Las Commelinas crecen facilmente en los suelos urbanos y con frecuencia colonizan jardines
abandonados. Se desarrollan en lugares con exposicién moderada al sol, con sombras parciales o
ligeramente sombrias. Su hébitat abarca zonas de matorrales o pastizales; se distribuyen en

regiones tropicales y subtropicales; y crecen regularmente en suelos himedos3>.

En México podemos encontrar alrededor de 16 especies del género Commelina, entre las
principales se encuentran: C. coelestis, C. tuberosa, C. diffusa, y C. erecta. La mayoria de estas
especies tienen flores color azul y en algunos casos se ha llegado a encontrar ejemplares con flores
blancas, violetas y rosadas®®. Posee varios nombres comunes como “canutillo”, “hierba del pollo” o
“tripa de gallina” y su uso comun es esencialmente en remedios tradicionales. En Puebla, se emplea
a la C. coelestis como remedio para aliviar las agruras mediante la ingesta de las aguas de coccién
de las ramas de la planta. También se le utiliza en afecciones de los ojos, como la conjuntivitis,

aplicando la inflorescencia directamente en los ojos. En Hidalgo, se ocupa la coccidon de toda la
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planta contra el ardor de espalda y el raquitismo; se emplea también como desinflamatorio y para

tomar bafios posparto. Y en Sonora se usa la hoja en heridas y hemorragias®’.

En el mundo, las Commelinas se encuentran especialmente distribuidas en Asia y Africa,
siendo en Asia la C. communis Linn., C. benghalensis Linn. C. diffusa y C. paludosa las mas comunes;
mientras que en Africa es la especie més habitual es la C. africana32. La especie C. africana tiene
como peculiaridad presentar una flor amarilla®?; en Kenia, Uganda y Tanzania, las hojas de esta
planta, al igual que la especie asidtica C. benghalensis, se consideran como comestibles. En Kenya,
se preparan infusiones de C. africana para hacer lavados corporales y disminuir la fiebre, y los tallos
se emplean para tratar resfriados y gripe en nifios. La coccion de las raices de la planta se emplea

para tratar espasmos, célicos menstruales y enfermedades venéreas®®.

2.2 Estudios fitoquimicos en Commelinas

Son pocos lo estudios fitoquimicos realizados a las especies de Commelinas, sin embargo, la
informacion obtenida de estos andlisis ha permitido la obtencién de un perfil quimico del género.
En él se ha encontrado una gran variedad de compuestos, entre los que se incluyen principalmente:
flavonoides, carbohidratos, alcaloides, triterpenos, esteroles, taninos, saponinas, lignanos,

glicésidos, resinas, dcidos alifaticos, aceites volatiles entre muchos otros3® 39740,

Harborne reporta el resultado del andlisis de las hojas de 152 especies de la familia de las
Commelinaceas y observa en ella un patrén uniforme en donde predominan las C-glucosilflavonas y
los glicésidos de flavonoles (78% de las especies los contienen), y en donde la quercetina actta
como base en la mayoria de estos flavonoides (28% de las especies). Asi también, el autor sefiala
que el género Commelina es distinguido entre otros géneros por la presencia del compuesto
malonilawobanina, el cual aparece en sistemas vivos formando un compuesto de coordinacién con
magnesio y al mismo tiempo un co-pigmento con flavonas. La presencia de C-glucosilflavonas y la
existencia ocasional de tricinas, 6-hidroxiluteolina y flavonas sulfatadas unen a la familia

Commelinaceae con las familias Poaceae y Cypareaceae. El autor concluye que, la naturaleza quimica
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tan particular de las antocianinas encontradas en hojas y pétalos, permiten que la familia

Commelinaceae sea bien distinguida tanto taxondmicamente como quimicamente*!.

En otro estudio similar realizado por Zantovska y Harborne, se analizaron 28 ejemplares de
10 géneros de la familia de las Commelindceas en donde se encontré un pigmento en comun. Los
resultados de este estudio muestran que todos los géneros, excepto el género Commelina, contienen
una cianidina acetilada 3,7,3-triglucésidada como pigmento mayoritario; mientras que las 7

especies de Commelinas contenian al pigmento 3-(p-cumaroilglucosil)-5-glucosil delfinidina®2.

Con base en la informaciéon de estos estudios es de intuirse que, las antocianinas
identificadas en las diferentes especies del género Commelina y que no estdn presentes en las
especies de otros géneros dentro de la misma familia de las Commelinaceas, conforman los

compuestos para un posible marcador quimico.
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3 Flavonoides

3.1 Los flavonoides y el color en las flores

El color de las flores es el resultado de la absorcidn preferencial de una parte del espectro de
luz visible por uno o mds compuestos quimicos sintetizados por las plantas superiores. Las plantas
no pueden “ver” por si mismas sus propios colores, por lo que es razonable pensar que los distintos
colores de las flores sirven como un mecanismo de comunicacién para mandar mensajes
interpretables a mamiferos, aves e insectos. El color en las plantas es una manifestacién de éstas
para crear una conexion entre ellas y el medio que las rodea, asi como también lo es la forma de sus
flores, su esencia y en algunas ocasiones su sabor. Sin lugar a duda, el desarrollo del color en las
flores tiene como propdsito principal la atraccién de insectos y aves para llevar a cabo la

polinizacién de la planta y poder asi preservar la especie®.

Los compuestos responsables del color de las flores (también llamados colorantes) estan
localizados regularmente en las vacuolas dentro de la célula y regularmente son clasificados con
base en su estructura quimica. Los principales grupos de compuestos colorantes en las plantas son:
bases de porfirina (clorofila), carotenoides (B-caroteno), flavonoides (flavonoles, flavonas y
antocianinas) y betalainas (betanina)#*. Quimicamente, estos grupos son muy diferentes, sin
embargo, pueden llegar a producir colores muy parecidos. De estos grupos, los flavonoides

constituyen los compuestos mas comunes y mas importantes entre los colorantes de las flores*.

Los flavonoides constituyen un grupo de compuestos con gran diversidad estructural.
Actualmente, se conocen cerca de 3000 de estos compuestos**. Se dividen quimicamente en

diferentes grupos: flavonoles, flavonas, flavanonas, antocianinas, auronas, chalconas, isoflavonas,
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neoflavonoides, entre otros. De estos grupos, las antocianinas producen la mayoria de los colores
rosas, naranjas, rojos, violetas y azules en las flores; las chalconas, auronas y algunos flavonoles y
flavonas contribuyen al color amarillo en las flores; los flavonoides restantes son incoloros a la vista

humana, pero pueden llegar a ser visibles para algunos insectos* 45,

Existen varios factores que influyen en la coloracién de las flores producida por los
flavonoides. El patrén de sustitucion del esqueleto flavonoide, por ejemplo, puede modificar el tono
o brillantez del color**. Igualmente, se ha encontrado que algunas antocianinas presentan
interacciones a nivel molecular entre las ellas mismas y otros constituyentes como las flavonas, los
flavonoles y sus glicdsidos, azucares, péptidos, acidos organicos e iones metdlicos, para poder

producir colores como el naranja, violeta y azul#*y 4>,

La biosintesis de todos los flavonoides tiene un origen mixto, el cual culmina con la
formacion del esqueleto central del intermediario de 15 carbonos conocido como chalcona (Figura
1). La formacion de esta molécula de chalcona es la clave en la biosintesis de todos los flavonoides

y estd mediada por la enzima chalcona-sintasa® ¥ 46,

Existen dos precursores en la formacion de los flavonoides: la malonil-CoA y la 4-cumaril-
CoA, y ambos precursores se derivan de los carbohidratos. El anillo B y parte del anillo heterociclico
del esqueleto flavonoide se derivan del sustrato 4-cumaril-CoA mediante la ruta del 4cido shikimico
y el anillo A del esqueleto flavonoide proviene de la ruta de la malonil-CoA** 4>Y 47, En este proceso
de biosintesis se sustenta el hecho de que en la mayoria de los flavonoides el anillo A es meta
oxigenado y, por otro lado, el anillo B proveniente de la ruta de acido shikimico es generalmente
orto oxigenado®. En la Figura 2 se muestra el esqueleto flavonoide conformado por dos anillos
aromaticos de seis carbonos (Ce) unidos por una cadena alifatica de tres carbonos (C3), asi como la

numeracién designada para nombrar a los flavonoides*.
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Figura 1. Esquema de la biosintesis de los flavonoides*’.
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Figura 2. Esqueleto flavonoide CsC3Cs (izquierda) y regla de numeracién en

una molécula flavonoide (derecha)#4.

Naturalmente, estos polifenoles pueden existir como C-glicésidos o como O-glicdsidos** Y 4>,
Los O-glicésidos normalmente tienen una o mas unidades de azuicar unidas a los grupos hidroxilos
de las agliconas mediante la formaciéon de un enlace C-O-C, el cual es labil en medio acido. En
contraste, los aztcares de los C-glicésidos estdn enlazados a un dtomo de carbono del esqueleto de
la aglicona mediante la formacidon de un enlace C-C, dandole resistencia a la hidrdlisis 4cida. En la
actualidad, se ha encontrado que la C-glicosidacion se da unicamente en las posiciones C-6 y C-8

del nticleo flavonoide**.

Los flavonoides usualmente existen en la naturaleza como mezclas complejas. La mayoria de
los métodos analiticos para el estudio de extractos naturales que contienen polifenoles se basan
desde el uso de técnicas convencionales como la Cromatografia en Columna (CC), espectroscopias
de UV-vis, FT-IR y RMN hasta el uso de equipos analiticos mds sofisticados como la Cromatografia
de Liquidos de Alta Eficiencia (High Liquid Performance Chromatography), Cromatografia de Gases
(CG) o Electroforesis Capilar (EC). Estas técnicas se limitan a la deteccién de compuestos
conocidos, dejando pendiente la caracterizacién de los compuestos que no han sido reportados en
las bases de datos. Sin embargo, con el desarrollo de nuevas técnicas de ionizacidn en
espectrometria de masas y el avance en el acoplamiento entre los diferentes equipos analiticos, en
particular el acoplamiento de HPLC-MS y GC-MS, se ha logrado grandes avances en el andlisis e
identificaciéon de una gran variedad de polifenoles, y en general, de muchos compuestos en

muestras complejas?’.
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3.2 Las antocianinas

Las antocianinas (del latin anthos = flor y kianos = azul) conforman el grupo de colorantes
naturales solubles en agua y visibles al ojo humano mas importante. Con pocas excepciones, como
las betalainas, son los colorantes universales para producir colores como el rojo, naranja, violeta y
azul en los pétalos de las flores y frutos, en algunos casos se les puede encontrar acumulados en las

vacuolas de células epidérmicas o subepidérmicas de raices, ramas y hojas*.

3.2.1 Caracteristicas y propiedades quimicas

Una caracteristica importante de las antocianinas es su actividad antioxidante, la cual juega
un papel vital en la prevenciéon de enfermedades cardiovasculares y neuronales; se ha demostrado
su capacidad para detener la apoptosis de las células®; y hay indicios de que la ingesta de
alimentos que tienen un alto contenido en antocianinas puede ayudar a combatir el dafio oxidativo
de las células mediante la neutralizaciéon de los radicales libres. Diversas investigaciones reportan
efectos importantes en tratamientos contra el cdncer®® Y >, nutriciéon humana®?, y actividad
bioldgica®3, lo cual ha llevado a desarrollar nuevos métodos de identificacion y caracterizacién de

estas moléculas.

Las antocianinas son moléculas conformadas por dos tipos de unidades: un ntcleo
flavonoide (antocianidina) y una o mas unidades de azucar. Las antocianidinas son las agliconas de
las antocianinas y dentro del proceso de biosintesis de flavonoides involucran mds pasos para su
formacion*> v 47 (Figura 1). Estructuralmente, la cadena alifatica del esqueleto flavonoide CsC3Cs se
modifica para formar un anillo heterociclico (anillo C), mientras que los anillos A y B sufren una
serie de reacciones de oxidacion y deshidratacién catalizadas por enzimas para producir los
distintos patrones de hidroxilacién®. El patrén propio de cada antocianina es muy importante ya

que produce los colores tan caracteristicos y determina su capacidad antioxidante*4.

En la naturaleza, pocas veces se encuentran en forma de agliconas, siendo las mas comunes

la pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina y malvinidina (Tabla 1). Por el contrario, las
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antocianinas mas distribuidas en la naturaleza son aquellas que cuentan con unidades de azticar
unidas a la posiciéon C-3 y/é C-5 del esqueleto flavonoide*’. Como ejemplo representativo se
muestra en la Figura 3 las estructuras para una antocianidina, la pelargonidina, y su glucdsido con

la unidad de azicar unida a la posicién 3, la 3-O-pelargonidina*4.

Tabla 1. Patrén de sustitucién de las principales antocianidinas** (agliconas).

Nombre Ri Ra Rs R4 Rs Rs Color
Posicion C-3 c-4 C-5’ C-3 C-5 C-7 -
Pelargonidina H OH H OH OH OH -
Cianidina OH OH H OH OH OH Naranja-Rojo
Peonidina OMe OH H OH OH OH Naranja-Rojo
Delfinidina OH OH OH OH OH OH Azul-Rojo
Malvinidina OMe OH OMe OH OH OH Azul-Rojo
OH OH
HO 0. HO o.
X X
7 OH OGlu
OH OH

Figura 3. Pelargonidina, una antocianidina (aglicona) y la 3-O-pelargonidina,

una antocianina (glucésido)*4.

A pesar de que un numero considerable de antocianinas naturales fue reportado en afios
pasados, se conocia poco de la estructura original de éstas. La determinacidn estructural de las
antocianinas se llevaba a cabo mediante su fragmentacién empleando reacciones de hidrdlisis o de
degradacion oxidativa, y posteriormente, dichos fragmentos eran estudiados y elucidados de

manera separada*’. Esta forma de analizar a las antocianinas provocaba una pérdida de
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informacion; se conocia poco de la configuraciéon en el centro anomérico y el tamafio de los anillos
de las unidades de azucar, los sitios de enlace de los grupos acilo y la configuracidn cis o trans del
doble enlace en el caso de los derivados del &cido cindmico. Con el avance en la Resonancia
Magnética Nuclear y Espectrometria de Masas, ahora la elucidacion de dichas estructuras se puede

realizar integramente®.

Las antocianinas que logran ser aisladas son muy inestables en comparacién con otros
flavonoides y facilmente susceptibles a la degradacion. Su estabilidad se ve afectada por diferentes
factores como el pH, la temperatura, concentracion, exposicién a la luz y oxigeno, disolventes,
presencia de enzimas, proteinas e iones metdlicos®*. El color producido por estas moléculas fue
explicado por Pauling en 1939, proponiendo que las estructuras resonantes del i6n flavilium en

medio 4cido eran el origen de la intensidad de su color®.

Las antocianinas presentan varias estructuras quimicas dependiendo del pH de la disolucién
en la cual se encuentren (Figura 4). En disoluciones acidas (pH 1 a 3) el i6n flavilium AH™ es la
especie predominante y produce un color rojizo o naranja en la disolucién; las antocianinas
presentan gran estabilidad en medios acidos. En disoluciones moderadamente acidas o neutras (pH
entre 4 y 7), se forma inmediatamente la anhidrobase A produciendo un color azul/violeta, esta
disolucion rapidamente se decolora debido a la formacién de la pseudobase B; la causa de este
comportamiento es debido a la existencia de un proceso cinético lento (reacciéon de hidratacién)
que compite con la transferencia de protdn; en otras palabras, A se forma en un primer paso, pero
en un paso subsecuente se convierte en B pasando por AH*. El equilibrio final se alcanza en una
reaccion atin mas lenta para formar una pequefia cantidad de una trans-chalcona de color amarillo
palido. En disoluciones basicas, las antocianinas se degradan; en el caso mas simple, una chalcona
libre de unidades de aztcar en la posicién C-3 produce un aldehido y un dcido fendlico* (Figura

5).
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Anhidrobase (azul/violeta)
medio ligeramente acido o neutro
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Figura 4. Cambios estructurales de las antocianinas en disolucién acuosa en funcién del pH*.
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Figura 5. Reaccion general de degradacion de las antocianinas (chalconas)®.
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3.3 Las flavonas

Las flavonas y los flavonoles (del latin flavus = amarillo) son los compuestos principales
entre los colorantes naturales amarillos y/o naranjas en hojas, flores y frutos. De las distintas clases
de compuestos en la naturaleza basados en un esqueleto flavonoide, las flavonas y los flavonoles

son el grupo mas abundante*4.

3.3.1 Caracteristicas y propiedades quimicas

La principal diferencia entre las flavonas, flavonoles y antocianinas es su estructura quimica:
las flavonas y flavonoles tienen una estructura mas oxidada que las antocianinas debido a la
presencia de un carbonilo en la posicién C4. Mientras que la diferencia entre flavonas y flavonoles
es arbitraria, ya que los flavonoles son simplemente una clase de flavona en donde la posicién C-3

esta sustituida por un grupo hidroxilo** (Figura 6).

Figura 6. Estructura base de una flavona (izquierda) y un flavonol (derecha)*4.

Las flavonas son mads faciles de identificar que las antocianinas, ya que son mucho mads
estables ante una reaccién de hidratacién. Las flavonas se encuentran en la naturaleza en la
superficie de las plantas, su presencia se asocia con la produccién de productos lipofilicos, en su
mayoria de origen terpénico®®. Su naturaleza lipofilica, en mayor o menor grado, excluye su
acumulaciéon en un ambiente acuoso celular, por lo que su acumulacién se da al exterior de la
planta como consecuencia de su excrecion epidemial y glandulotrépica. Las flavonas agliconas se
encuentran, por lo tanto, en células oleosas o en cavidades oleosas, en capas delgadas

epicuticulares, en ceras de las hojas, y en resinas de las hojas* ¥ 48,
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3.4 Mecanismos de estabilizacién del color

La busqueda de teorias para explicar el color desarrollado por las antocianinas y su gran
estabilidad surgié hace mas de 100 afios. Las antocianinas son responsables de producir colores
rojos, azules morados y naranjas en las plantas. Sin embargo, la variacién de estos colores no puede
ser explicada en funcién del pH, ya que los tejidos vegetales presentan un rango de pH de 4-6 y en
estos valores las antocianinas son incoloras**. Para responder esta incdgnita, es necesario abordar el
problema desde un punto de vista molecular, por lo que se han propuesto diversos mecanismos por
los cuales las antocianinas puedan estabilizarse dentro del citoplasma en valores de pH ligeramente
4cido y producir colores rojizos*. A la par de estos estudios, se ha observado que las flavonas
también pueden presentar interacciones similares a las de las antocianinas. Colores como el azul y
el morado, son el resultado de interacciones mds complejas que involucran la interaccién de
antocianinas con flavonoides de distintas clases, azticares, proteinas e inclusive cationes metalicos**
v 46, Existen 4 tipos de mecanismos de estabilizacién del color en compuestos de tipo flavonoide:
auto-asociacion, apilamiento tipo “sandwich”, co-pigmentacion y formacién de complejos y éstos se

pueden clasificar de acuerdo al tipo de interaccién molecular entre sus componentes*#:

Homomolecular = Auto-asociacion

Intermolecular

Metals-antocianinas

Heteromolecular

Co-pigmentacidn

Apilamiento tipo

Intramolecular = NG Aireh™

Figura 7. Clasificacion de los mecanismos de estabilizacién del color en

compuestos de tipo flavonoide®®.
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3.5 Auto-asociacion

Este mecanismo involucra interacciones entre moléculas de un solo tipo
(homomoleculares), las cuales son causadas por las fuerzas de atraccién que ejercen entre si grupos
con una gran densidad electrénica como los anillos aromadticos. Tales interacciones provocan
cambios en algunas propiedades del compuesto, especialmente en el color. Estos cambios o arreglos
estructurales pueden ser detectados a través de las diversas técnicas espectroscopicas tales como IR,

RMN, DC y UV-vis®®,

3.5.1 Auto-asociacion de antocianinas

Las antocianinas presentan un interesante fenédmeno cuando se realiza un aumento en la
concentracion del orden de uM a mM; este fendémeno consiste en un cambio hipsocrémico e
hipercrémico en uno de sus Amax del espectro de UV. Por ejemplo, a un pH de 3.16, la absorbancia
del 3,5-diglicésido de la cianidina en Amsx se incrementa 300 veces cuando la concentracién se
aumenta 100 veces (de 10*M a 102 M) sugiriendo la existencia de una interaccién intermolecular
de la antocianina en forma de ion flavilium para poder provocar dicho cambio®®. Esta auto-
asociacion es atribuida principalmente a los enlaces de hidrégeno entre los grupos hidroxilo y
carbonilo en los anillos aromaticos y las unidades de azucar para formar un apilamiento horizontal
entre las moléculas®®Y >’ La auto-asociacién de antocianinas no sélo es posible en medio 4cido, sino
que se presenta también en disoluciones neutras, lo cual explica los diferentes tonos de coloracion
en el tejido vegetal donde el pH estd en un rango de 4-6°7Y >, En la Figura 8 observamos el
espectro visible del cloruro de malvina a diferentes concentraciones, medido inmediatamente
después de disolverlo en un buffer de fosfato (pH 7). En una concentracién baja (3 x 10> M), en
donde la interaccién entre las antocianinas es minima, el color el azul; y en una concentracién alta
(3 x 10 M) se produce un color rojo parecido al producido por el i6n flavilium, el cual es
producido por interacciones mas fuertes entre las moléculas de la anhidrobase de la malvina. Asi
también en la imagen se muestra el espectro UV-vis de una disolucién con una concentracién 3 x

104 M en HCI, los valores de Amsx son muy similares al producido por la disolucién con una
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concentracién alta de cloruro de malvina (3 x 10 M). Es asi que, la auto-asociacién de la

anhidrobase de la malvina produce un cambio hipsocrémico en el espectro de UV-vis>.

Figura 8. Espectro UV-vis del
cloruro de malvina, pH 7.
(----- ) 5x10°M

(—-—) 5x10*M

( ) 5x10° M

(+——+) 5x10*M en HCl 1N>°.

Esta interaccién particular entre las moléculas de antocianina también genera un efecto
Cotton negativo en espectroscopia de Dicroismo Circular®® ¥ >? (Figura 9). El valor de la elipticidad
molar [0] de las bandas de Cotton se intensifica fuertemente al aumentar la concentraciéon de la
disolucién, esto indica una formaciéon importante de moléculas apiladas a medida que la
concentracion de la disolucién aumenta®. Por tanto, se ha propuesto que las antocianinas se apilen
sobre un eje de manera horizontal y que dicho acomodo tenga un giro +/- sobre el eje para poder

causar un efecto Cotton en el espectro de DC>%-%0 (Figura 10).
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Figura 9. Espectro DC de cloruro de malvina en buffer de fosfato,
pH 7.0: - - - 5x10°M (4000), — - — 4x10*M (18000), —— 5x10-*M (32000).

Los valores en paréntesis representan [0], deg cm?/dmol, a Amax.>°.

Figura 10. Modelo de apilamiento quiral en moléculas de antocianinas®8.
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Este efecto nos dice que al menos dos moléculas de antocianina deben apilarse de manera
vertical en un eje girando en contra de las manecillas del reloj, por tanto, la estabilidad y la
variacién de color de estas antocianinas en los pétalos de las flores son derivadas, al menos en

parte, por una auto-asociacion®®,

Los efectos causados por un apilamiento también se hacen perceptibles en RMN, en donde
las sefiales de los protones del nicleo aromatico se desplazan a campo alto conforme se aumenta la
concentraciéon de la disolucién. El apilamiento de las moléculas provoca que las corrientes
magnéticas en las cercanias de los anillos aromaticos se modifiquen y causen efecto diamagnético

anisotropico®®.

3.5.2 Auto-asociacion de flavonas

En disoluciones acuosas, los espectros de DC y UV-vis de flavonas dependen de su
concentraciéon. Cuando la concentracién se incrementa, las curvas del efecto Cotton también
aumentan su valor de 0, indicando que las moléculas de flavona se auto-asocian quiralmente
(Figura 11). Tal apilamiento se confirma con la presencia de un cambio hipsocrémico en el espectro

de UV y la dependencia a la temperatura de los espectros de CD y UV®2,

De la misma forma que en las antocianinas, la RMN-'H sustenta tal apilamiento: las sefiales
correspondientes a los protones del anillo se desplazan a campo alto cuando se incrementa la
concentracion de las disoluciones, mientras que se observan pequefios cambios en la sefial de los
protones anoméricos, indicando que los anillos aromaticos estan apilados de forma vertical, por lo
que los protones de los anillos aromaticos de una molécula sufren una desprotecciéon causada por

los anillos arométicos de otras moléculas>®V 58,
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Figura 11. Espectro UV-vis y CD de la flavocommelina diferentes concentraciones:
(—) 5x10°% M en H20; (- - - -) 5x10* M en H20;
(-+++) 5x10° M en H20; (— - —)5x103 M en DMSO>°.

3.6 Apilamiento tipo “sandwich”

Como se ha mencionado, las antocianinas presentan en su estructura la unién con azucares.
En algunos casos, estos azicares pueden contener otros grupos funcionales, los cuales favorecen la
existencia de interacciones intramoleculares; tales grupos suelen ser fragmentos derivados del acido

caféico, acido p-cumadrico o del 4cido fertilico®.

Las antocianinas poliaciladas, como la platiconina, cineranin, zebrinina, gentiodelfidina, que

contienen grupos aromaticos acilados unidos a los azucares, son extremadamente resistentes a la
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pérdida de color causada por una hidrataciéon en disoluciones ligeramente dcidas y neutras®® ¥ 1, La
gran estabilidad de estas antocianinas recae en que la molécula puede “plegarse”, de tal manera
que el anillo aromatico acilado puede colocarse por debajo y encima del ntcleo de la antocianina,
confiriéndole una proteccién al anillo heterociclico contra un ataque nucleofilico por parte de las
moléculas de agua impidiendo una reaccién de hidratacién*! 43y 62 (Figura 12). Para determinar si
un apilamiento de este tipo es posible, es necesario primeramente determinar por completo la

estructura de la antocianina, incluyendo la estereoquimica.

En la Figura 12 se muestra de manera esquemadtica los dos mecanismos de estabilizacién de
las antocianinas, la auto-asociacién involucra una interaccion intermolecular, en donde las unidades
de aztcar quedan por la parte externa del eje de antocianinas apiladas; mientras que el apilamiento
tipo “sandwich” es de tipo intramolecular, y los residuos de los &cidos aromadticos quedan por
encima y debajo del ntcleo de la antocianina y las unidades de azicar permanecen en el exterior.
La evidencia mds contundente que apoya esta hipdtesis son los espectros obtenidos en RMN-'H
particularmente en el efecto Nuclear de Overhauser (NOE). Por ejemplo, el espectro NOE de la
antocianina heveanly blue (HBA), muestra acoplamientos a larga distancia, indicando una
conformacién plegada de la molécula; ademas, las sefiales de los protones del doble enlace de los
dos grupos del acido caféico que estan cercanos al ntcleo flavonoide de la HBA son desplazadas a
campo alto, mientras que las las sefiales de los protones del tercer grupo del acido caféico distante
al nucleo flavonoide muestra una diferencia del desplazamiento minima. Por tanto, los dos grupos

aromaticos acilados estén apilados paralelamente con el niicleo de antocianina®® (Figura 13).

Auto-asociacion Apilamiento
tipo "sdndwich”

‘ ' Azisear

I
_I-,
L— - Antoianing
| ' - Acida aremALIcD
|

Figura 12. Mecanismos de estabilizacion de las antocianinas: auto-asociacién y

apilamiento intramolecular tipo “sandwich”)>6¢ 38,
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Figura 13. Estructura de la antocianina azul heavenly blue (HBA). Los ntimeros

indican la diferencia en el desplazamiento quimico en ppm entre la antocianina

HBA y la sefial correspondiente a metilglucosilcafeato en CD3OD+ DCI®®,

3.7 Co-pigmentacion

Descubierto por Robinson en 1931, este efecto es resultado de la interaccién intermolecular
de antocianinas y flavonas (u otros polifenoles)®3. Junto con el efecto del pH, la co-pigmentacion es
el factor mds importante en la pigmentacién de las flores** Y 46, Se observé que la adicién de
flavonas a disoluciones acuosas de antocianinas causaban no sélo una mayor estabilidad en el color
(un aumento en la absortividad), sino también un cambio de color de la disolucién de rojo a
morado (efecto batocrémico)®6. En 1976 el equipo de investigacién encabezado por Goto propone
un modelo de interaccién entre antocianinas y flavonas mediante un apilamiento hidrofébico y una
transferencia de cargas para poder explicar el efecto de co-pigmentacion. Este apilamiento
hidrofébico consiste, al igual que el apilamiento tipo “sandwich”, en la superposicién vertical de los
anillos aromadticos de los nicleos de la antocianina (A) y de la flavona (F) y producir un arreglo
FAE Ademas, este apilamiento es también estabilizado por unidades de azicar que cubren el

apilamiento FAF>¢Y 58 (Figura 14).
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Co-pigmentacion

‘ _, [ ] Antocianina
Flavona

” Artcar

Figura 14. Co-pigmentacion antocianina-flavona. En la figura se observa

que las unidades de azticar rodean la pila FAF>% Y 8,

Este fenomeno es dependiente de la concentracién, a una concentraciéon mas alta de la
antocianina, el efecto de co-pigmentacion de la flavona sera resaltado. El efecto de co-pigmentacion
depende del tipo y concentracion de las antocianinas, del tipo y concentracién de flavonas, del pH y
de la temperatura de la disolucién®®. La co-pigmentacién puede llegar a manifestarse tanto con los
iones flavilium como con la anhidrobase de las antocianinas, ocurre de manera no-estequiométrica
y s6lo en disoluciones, produciendo colores violdceos pero nunca produciendo un azul “puro”®?. Por
otra parte, el efecto Cotton en DC de la antocianina en disoluciéon acuosa desaparece conforme
aumenta la concentracion de la flavona, indicando asi que la auto-asociacién de la antocianina es

destruida por la flavona para formar el co-pigmento®®.

En diversos estudios, se observé que las antocianinas que contenian un grupo aromadtico
acilado en su estructura formaban co-pigmentos mucho mds estables con flavonas en comparacion
con aquellas no aciladas; mientras que las antocianinas que contenian dos o mas grupos acilo
aromaticos eran estabilizadas, como ya se vio en la seccién anterior, mediante un apilamiento tipo

“sandwich”>°.

Por ejemplo, una disolucién acuosa de la anhidrobase de la malvina (5x10* M) a pH 6 se
decolora después de 2 horas; pero esta misma disoluciéon es mucho més estable si se agrega una
flavona (flavocommelina), ademds de que el color cambia de magenta a azul. En la Figura 15, se
observa el espectro de DC que el efecto Cotton de la malvina (linea sélida) desaparece con la
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adicion de la flavocommelitina (lineas punteadas), indicando que la auto-asociacién de la malvina

es destruida para dar paso a la co-pigmentacién®.
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Figura 15. Espectros UV y DC de malvina (M) y el complejo malvina-flavocommelina (M+F)
en buffer 0.01M de fosfato a pH 6.0 2 min. después de disolver (Concentracién malvina: 2 x

103M): M (—); complejo M+E 1:1 (- - - ); complejo M+4E, 1:4 (— - — -)*8.

Algunas especies de Commelina communis presentan variantes al color comun azul de sus
flores, y en general muchas flores tienen pétalos multicolores, los cuales son parcialmente azules y
morados. Estas inconsistencias en el color indican que debe existir una relacién muy cercana entre
los pigmentos azules y morados de los pétalos. En los pétalos purpuras de Commelina communis se
han encontrado dos antocianinas (ambas monoglucosidadas y una de ellas con un grupo acilo
aromatico) y una flavona (flavocommelina), mientras que los pétalos azules contienen a la

antocianina malonilawobanina y a la flavona flavocommelina®®.
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3.8 Metalo-antocianinas

Como ya se ha mencionado, las antocianinas son responsables de producir el color de las
flores en tonalidades desde el rojo hasta el azul**. Las antocianinas suelen extraerse como sales de
oxonio empleando disolventes acidulados con HCl o CH3COOH; el empleo de estos disolventes
involucra un cambio en la coloracién original de la flor, y por ende, el mecanismo natural de

estabilizacién del color en las flores resulta afectado®®.

Se ha encontrado asi que la flor azul del “aciano" o “azulejo” (Centaurea cyanus) contiene la
misma antocianina presente en las rosas rojas®#; sin embargo, la identificacién de la antocianina no
permite explicar la variaciéon de color en los pétalos de estas especies. Por lo que, fue necesario
implementar otro tratamiento que permitiese aislar el pigmento azul de esta planta. Recientemente,
se ha revelado la estructura molecular de este colorante y otros mas; se demostré que el color azul
de los pétalos es el resultado de la interaccion de varias moléculas: de antocianinas, glicésidos de
flavonas y cationes metalicos**. Hasta ahora se han discutido tres tipos de estabilizacién de las
antocianinas para generar los diferentes colores en los pétalos de las flores, y éste ultimo, se
considera mas complicado ya que involucra varios factores como: la complejacion de moléculas
organicas con metales, un tamafio molecular adecuado de los diferentes componentes y la presencia
de ciertos grupos funcionales** ¥ 8, A estos complejos moleculares se les dio el nombre de metalo-
antocianinas y actualmente se conocen cuatro: commelinina, protocianina, protodelfinidina y

cianosalvianina®>.

3.8.1 Commelinina

En 1957, el grupo encabezado por K. Hayashi aisl6 por primera vez del colorante azul de las
flores de Commelina communis L. pequefios cristales en forma de aguja empleando disolventes

neutros (H20, MeOH y/o EtOH)% y al cual posteriormente fue nombrado como commelinina®’ ¥ 8,

El comportamiento “inusual” de este pigmento llamé mucho la atencién, ya que era muy

diferente a lo observado comunmente en las antocianinas: no-dialisable a través de membranas
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semi-permeables, migracion electroforética hacia el dnodo, altamente soluble en agua pero
insoluble en otros disolventes orgédnicos®’, y sobretodo, en estudios de andlisis elemental, se
observd que una cantidad apreciable de elementos metdlicos, en donde K y Mg eran esenciales a la
molécula del colorante®®. El espectro UV-vis del colorante mostré bandas bien definidas en Amax 273,
316, 591 y 643 nm en H20. Cuando se le traté con HCl al 2%, la banda en 643 nm desaparece y
hay un cambio hipsocrémico en la banda de 591 nm, ademas, las bandas en 273 y 316 nm sufren
un cambio batocrémico e hipercrémico para dar como resultado valores de Amgx en 274, 317 y 528
nm® (Figura 16). Se demostré que la commelinina era un compuesto de alto peso molecular, el
cual estaba conformado por una antocianina, un compuesto flavonoide y por los metales Mg y K.
En el espectro de DC se observa bandas intensas del efecto Cotton negativo indicando la presencia
de una interaccién quiral de las moléculas en el compuesto®°. En la Figura 17 se observa el espectro
UV-vis y DC del complejo de commelinina obtenido de Commelina communis (linea sélida) y el
espectro del complejo analogo de la commelinina reconstruido a partir de las moléculas de

awobanina, flavocommelina y iones magnesio®®.

] .=

P

1 Mg

A [ —— —————— -
700 R0 500 ETHH) 300 200

Wave length (mg)

Figura 16. Espectro UV-vis de la commelinina en HoO (——); tratada con HCI al 1%

(- - - -); tratada con HCl al 2% (- — -)®8.
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Figura 17. Espectros DC y UV-vis del complejo de commelinina (——)

y del complejo andlogo de la commelinina (- - - -)°.

En los primeros estudios realizados se realizé una hidrélisis de la antocianina para poder
determinar su identidad. Se encontraron 3 residuos, acido p-cumarico, delfinidina y glucosa,
proponiendo como antocianina a la awobanina (posteriormente se rectific6 que era
malonilawobanina) y un flavonoide color amarillo palido, siendo éste un 4’-glucésido de la
swertina, nombrado por tanto flavocommelina, el cual pertenece a la clase de las C-
glicosilflavonas” (Figura 18). Los espectros de emisiéon mostraron la presencia de metales como

Mg, Ky Na como elementos mayoritarios; y Ca, Mn, Cu y Ti como elementos traza®’.

Figura 18. Estructuras de la antocianina y la flavona glucosidada en el compuesto
de commelinina. (M: malonilawobanina, F: flavocommelina)”!.
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La electroforesis realizada al colorante mostré que éste migraba hacia el anodo y en ningin
momento generaba residuo alguno, por lo que la molécula debia presentar una carga neta negativa,
cuestion dificil de explicar ya que tanto las antocianinas como las flavonas y el catién metalico no
presentan dicha propiedad. Finalmente, se llegd a la conclusién que la antocianina del colorante es
la malonilawobanina, la cual al poseer un grupo malonil es capaz de aportar la carga negativa a la
molécula, y no la awobanina como se habia propuesto en un principio. La presencia de la
awobanina en el extracto del colorante se considera como un artefacto producido durante el

proceso de extracciéon’?.

Con esta informacién y resultados analiticos, se establecié que el pigmento es una metalo-
antocianina, un complejo de coordinaciéon, en donde tres moléculas de la antocianina se ensamblan
a un atomo de Mg’3. Posteriormente, se asocié la presencia de la flavocommelitina como un
componente esencial en el compuesto de coordinacién azul, ya que contribuye a la estabilidad del

color’® (Figura 19).

Flavocommelina (F)

Malonilawobanina (M)

Figura 19. Fragmento del complejo de commelinina en donde se muestra la coordinacién
de las antocianinas en forma de anhidrobase con el i6n de magnesio (Mg?*)

y la co-pigmentacion entre la malonilawobanina (M) y la flavocommelina (F)>8.

El peso molecular del complejo de commelinina (A) fue medido mediante diversas técnicas
espectrométricas convencionales: IE, FAB(+), MALDI-TOF y ESI; pero sélo la técnica ESI en modo
negativo permitié la obtencion directa de los picos correspondientes al i6n molecular multicargado

del complejo. Estos picos multicargados se observaron en (m/z) 2216.5, 1768.7, 1474.1 y 1262.5

50



3 Flavonoides

correspondientes a los fragmentos [A-4H]*, [A-5H]>, [A-6H]® y [A-7H]”-; haciendo los cdlculos
correspondientes con los valores de dichos picos, se obtuvo un peso molecular de 8849 uma, el cual
corresponde a la formula quimica C402H4140222Mg2 ¥ que coincide con una férmula quimica
conformada por seis moléculas de malonilawobanina (M), seis moléculas de flavocommelina (F) y
dos cationes Mg?*; ademads, el peso molecular exacto para el complejo que ha perdido seis protones

del grupo malonil [MeFsMg2]-6H es 8846.2 uma)7’4.

La composicién [MeFsMg2]1® puede ser estructurada empleando tres unidades MaF2
alrededor de un eje ¢ y dos atomos de magnesio posicionados al centro (Figura 20). En esta
disposicion, las sub-unidades co-pigmentadas (MF) estdn apiladas quiralmente mediante
interacciones hidrofébicas entre las moléculas de antocianina para formar la unidad FMMF>8; como
ya se mencion6, una banda muy intensa de excitacién tipo Cotton confirma un apilamiento quiral
entre las antocianinas®®. Tres unidades FMMF estdn doblemente enlazadas mediante una quelacién

con dos dtomos de magnesio.

Figura 20. Esquema de la estructura
de la commelinina. El catién de Mg
presenta una coordinacion
octaédrica con las moléculas de
antocianina (M), las flavonas
glucosidadas auto-asociadas (FF) se

intercalan con las antocianinas auto-

asociadas (MM)7>.

(____ ) 2:malonylawobanin (M)
() 3:flavocommelin (A
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Finalmente, se determind la estructura del complejo de commelinina con analisis de rayos X,
demostrando que en el complejo metélico los dos iones de Mg?* estan localizados en el centro de la
molécula, sobre un eje cristalografico de tres planos (Figura 21); las moléculas de antocianina
(malonilawobanina M) y las moléculas de flavona glicosidada estdn auto-asociadas con si mismas
como MM y FF; las tres auto-asociaciones de la malonilawobanina (M’s) estan colocadas sobre los
tres planos y las tres auto-asociaciones de la flavona (F’s) se encuentran entre cada plano. El anillo
B de la malonilawobanina estd en forma de anién 4’-ceto-quinoidal, con los dtomos de oxigeno
coordinados octaédricamente con los iones de magnesio (Figura 22)7°. Las flavonas no estan
coordinadas al catién, y se encuentran como co-pigmentos de las antocianinas. Los grupos hidroxilo
se encuentran apuntando al exterior de la molécula, lo cual explica que el color azul de las flores

sea tan susceptible a la degradacién en contacto con la humedad®®.

gje ¢

§ Mg2+
@ Antocianina 1

@ Antocianina 2

Figura 21. Vista lateral de los dos cationes Mg?* sobre el eje ¢, la coordinacién

antocianina-metal (A-Mg)y la auto-asociacién de antocianinas (AA)>®.
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Figura 22. Estero estructura de la molécula de commelina-Mg. Dos iones Mg estan

localizados al centro de la molécula’®.

Compuestos similares han sido reconstruidos usando otros cationes en lugar de Mg?*y
algunas antocianinas con estructura similar a la awobanina (delfinidina, violanina, shisonina y
cianina) para formar un complejo de coordinacidn azul andlogo al de commelinina. Se observé que
unicamente los cationes bivalentes como Mn?*, Co?*, Ni?*, Zn?* y Cd?" lograron formar un
complejo con la malonilawobanina y la flavocommelina. De todas las antocianinas empleadas, sélo
la antocianina shisonina formé un compuesto tipo commelinina con el cation de Mg y la
flavocommelina®® ¥ 76, Se encontrdé que el grupo p-cumaril unido a las unidades de glucosa de las
antocianinas juegan un papel importante en la formacién del complejo commelinina. La
inefectividad de la violanina para formar el complejo indica que el largo y la naturaleza de la

cadena de azucar son factores criticos en la formacién de este tipo de compuestos®®.

3.8.2 Protocianina

En 1958, el equipo encabezado por E. Baeyer, logrd aislar un pigmento azul de las flores de
Centaurea cyanus al cual llamé protocianina, y que fue descrito como un complejo metalico

compuesto por antocianinas, polisacdridos y cationes metélicos (Fe3* y Al3+)77. Posteriormente,
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Hayashi aisl6 este pigmento como un cristal demostrando que el compuesto tenia un alto peso
molecular, y que estaba conformado por moléculas de antocianinas (la centaurocianina), un
compuesto de tipo flavonoide (derivado de la apigenina con dos grupos de aziicar y un grupo
cumaril unido a su estructura), carbohidratos y cationes de K*, Mg?* y Fe?*, similar a la metalo-

antocianina encontrada en las flores de Commelina communis’8.

En estudios subsecuentes, se hicieron pruebas para reconstruir el complejo empleando Fe?*,
Mg2* y los componentes orgdnicos: la centaurocianina y el derivado de la apigenina, los cuales se
obtuvieron del mismo complejo de protocianina aislado de Centaurea cyanus, sin embargo la
reconstruccién no fue exitosa y el complejo nunca fue obtenido®. Finalmente el equipo de
investigaciéon encabezado por Kondo encontré un factor determinante para la reconstrucciéon del
complejo, dicho factor es la presencia de iones Ca2*; el rendimiento de la formacién del complejo se
incrementaba con la cantidad de iones de Ca?* afiadidos a la mezcla de reaccién. Con la presencia
de los iones Ca?* fue posible obtener cristales del compuesto, el cual presenté las mismas bandas de
absorcién en UV-vis (Amax 267, 317, 574 y 676 nm) y DC que el complejo aislado de la planta”®
(Imagen 16).

Imagen 16. Cristales del
compuesto de protocianina

reconstruidas®.
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Finalmente, se determiné la estructura cristalina de la protocianina mediante analisis de
rayos X®. La molécula tiene una “pseudo” simetria de un eje de 3 planos y cuatro iones metalicos
Fe3*, Mg?* y 2 Ca?" alineados al eje como Ca?*Fe3*Mg?*Ca?*. Las antocianinas (AN) y las flavonas
(FL) estdn auto-asociadas en pares como AN-AN y FL-FL. Los iones de Fe3* y Mg?* estdn cada uno
coordinado a un fragmento AN diferente del par auto-asociado AN-AN, es decir, Fe** se une con
tres antocianinas, una por cada par de AN-AN y Mg?* con las tres antocianinas restantes (Figura 23
izquierda, arriba). Los dos cationes externos de Ca?* estdn coordinados de manera andloga con los
pares auto-asociados de las flavonas FL-FL (Figura 23 derecha, arriba). Asi también, la co-
pigmentacion AN-FL esta presente en el complejo de protocianina (Figura 23 abajo). La longitud de
los enlaces C-C y C-O del anillo B de la antocianina indican que el anillo B estd en forma 4’ceto-

quinoidal®®.

Figura 23. (Izquierda, arriba) Vista lateral del
apilamiento entre antocianinas AN-AN; una
antocianina AN se coordina al Fe®* (esfera morada),
mientras la otra se coordina al Mg?* (esfera verde).
(Derecha, arriba) Vista lateral del apilamiento entre
flavonas FL-FL; cada una de las flavonas esta
coordinada a un catién Ca%*. (Abajo) Vista lateral del
apilamiento AN-FL (co-pigmentacién), las cuales estan

unidas a los cationes Mg?* y Ca?* respectivamente®®Y

81
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3.8.3 Protodelfina

Aislada de las flores azules de Salvia patens por Takeda en 199481, El espectro de absorcién
en disolucion acuosa es muy similar al patrén obtenido de la commelinina (Ams&x 260, 317, 590 y
648 nm.) y es estable en disoluciones neutras y dcidas. Este pigmento estd compuesto por una
antocianina (malonilawobanina), una flavona (7,4’-di-O-B-p-diglicésido de la apigenina) y Mg?*en

una proporcién de (6:6:2)82,

Se realiz6 la reconstruccidon del pigmento a partir de estos tres elementos y se observd que
los espectros de UV-vis eran idénticos del colorante natural®® 8. En otros estudios realizados por el
mismo equipo, se analiz6 el pigmento por espectrometria de masas con la técnica de electrospray,
dicroismo circular y resonancia magnética nuclear, concluyendo que la quiralidad de la unidad de
azucar de la flavona es responsable del reconocimiento molecular quiral en la formacién de la
metalo-antocianina y que el complejo consiste en seis moléculas de antocianina coordinadas a dos

cationes Mg2* con un arreglo de hélice (-) de seis moléculas de azucares de flavonas intercaladas®.

3.8.4 Cianosalvianina

La cianosalvianina es la metalo-antocianina mds recientemente descubierta en los pétalos
azules de Salvia uliginosa®®. El espectro UV-vis del colorante extraido mostré dos bandas de
absorcién en Amax 585 y 640 nm, similar al encontrado en las flores de Commelina communis®®;
mientras que el espectro de DC se observa el efecto Cotton tipico de las metalo-antocianinas®®. En
los cromatogramas de HPLC del extracto se muestran dos picos principales: uno correspondiente a
la antocianina y el otro de la flavona (Figura 24) demostrando que el color azul de las flores
corresponde a la formacién de un complejo tipo metalo-antocianina. Se cuantificd la cantidad de
iones metdlicos que pudieran estar involucrados en la coloraciéon azul mediante un analisis
elemental, encontrandose a los metales de Fe, Mg y Al, pero tinicamente Mg se encontraba en

forma proporcional a la cantidad de antocianinas y flavonas®®.
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Para confirmar qué componentes eran esenciales para formar el complejo se realizé una
reconstruccién del mismo en una mezcla que con tenia un buffer a pH=7. El colorante obtenido
estd compuesto por seis moléculas de la antocianina 3-O-(6-O-p-coumarilglucopiranosil)-5-O-(4-O-
acetil-6-O-malonilglucopiranosil)delfinidina (1), seis moléculas de la flavona 7,4’-di-O-

glucopiranosilapigenina (2) y dos iones Mg?* 8.

OH
HO7——£{—7—0H
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Figura 24. Moléculas que conforman el complejo de cianosalvianina. Flavona (7,4’-di-O-
glucopiranosilapigenina) (1) y antocianina (3-0-(6-O-p-coumarilglucopiranosil)-5-O-(4-O-acetil-6-
O-malonilglucopiranosil)delfinidina) (2) presententes en el complejo de cianosalvianina®®.

El peso molecular del complejo reconstruido fue registrado en MS-ESI modo negativo, en
donde el peso calculado para [CsosH4140228Mg2]-6H es 9008. Para determinar la interaccién de las
moléculas de antocianina y las flavonas se sometié el complejo a experimento NOE en RMN, en
donde se confirma la existencia de un apilamiento entre los componentes por la diferencia del
desplazamiento quimico de los protones anoméricos de las unidades de azuicar y de los protones
aromaticos de los ntcleos flavonoides en comparacién con los desplazamientos quimicos de los

espectros de cada compuesto por separado. Atn cuando no se han realizado los andlisis por rayos X
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para determinar la estructura cristalina de la molécula, los autores han desarrollado una propuesta
del arreglo intermolecular en el complejo basandose en los modelos de las antocianinas presentados
con anterioridad (Figura 25). Con base en los resultados del experimento NOE, se propone que las
moléculas de antocianina y flavona estan como co-pigmento, las antocianinas y flavonas estan auto-
asociadas respectivamente y se encuentran alternadamente rodeando a los cationes de Mg2* los

cuales estan colocados al centro de un eje de tres planos®®,

Figura 25. (Izquierda) Disposicién propuesta del apilamiento quiral de a flavona (1) y la

antocianina (2) en la molécula de cianosalvianina, el compuesto de lineas gruesas al
frente corresponde a (1) y el compuesto de lineas delgadas detras corresponden a (2); las
flechas indican el acoplamiento a larga distancia NOE. (Derecha) Modelo esquemadtico de
la cianosalvianina; los dos cationes Mg2* se encuentran al centro, las antocianinas (color
gris) y flavonas (color blanco) se encuentran rodeando a los cationes®®.
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En la siguiente tabla se presenta la informacién mas importante sobre la composicién
quimica de las metalo-antocianinas hasta ahora reportadas:

Tabla 2. Composicidén quimica de las metalo-antocianinas.

Metalo-antocianina Fuente Antocianina Flavona Cat}qn Proporcion
metdlico
Commelinina®6 70y 76 Commellr'la malom.l- flavocommelina Mg?* 6:6:2
communis awobanina
Centaurea 7-0O-glucor6nido-4- Fe3+
Protocianina’®v 80 cepta}lro- 0O-(6-O-malonil- Mg2+ 6:6:1:1:2
cyanus cianina o Caz+
glucosil apigenina a
Salvia il- 7,4’-di-O-B-D-glucosil
Protodelfina82y 85 malom'l . B ] & Mg?* 6:6:2
patens awobanina apigenina
. acetil- : .
. - . 7,4-di-O-glucosil
Cianosalvianina8® ui.al?::ga malonil- ] g. Mg2+ 6:6:2
g awobanina apigenina
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4 Objetivos del estudio

Realizar un analisis quimico de las flores de un ejemplar de Commelina
dianthifolia Delile para identificar el(los) compuesto(s) responsables de producir el color

azul caracteristico en estas flores.

Relacionar la alta susceptibilidad de degradacién del colorante azul bajo diversas
condiciones (pH, concentracién, humedad, temperatura y luz) con la naturaleza quimica

de sus componentes.

Establecer un perfil quimico del colorante azul que sirva como referencia para su

identificacion en bienes (muebles e inmuebles) del patrimonio cultural.
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5 Proceso experimental y resultados

5.1 Colecta

La recoleccion de las flores de la planta (Iméagenes 17 y 18) se realizd cerca del Instituto de
Quimica en Ciudad Universitaria, durante los meses de julio y agosto del 2013 (temporada de
lluvias). Se corté tinicamente los botones de la flor, dejando la bractea intacta para que los botones

restantes florearan al siguiente dia. Se realizaron 12 colectas consecutivas y se reunié una cantidad

de 250 g de flor fresca.

Imagen 18. Commelina dianthifolia Delile,

ejemplar completo.

Imagen 17. Commelina dianthifolia

Delile, inflorescencia (acercamiento).
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El Departamento de Ecologia y Recursos Naturales de la Facultad de Ciencias de la UNAM
reporta que en la Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel se encuentran las especies

Commelina coelestis Willd var. coelestis Willd, Commelina tuberosa L. y Commelina difusa Burm. f.8¢

5.2 Preparacion del ejemplar herborizado

El ejemplar a herborizar se escogid siguiendo las recomendaciones dadas por el Herbario
Nacional MEXU del Instituto de Biologia de la UNAM. Se colect6 la hierba completa, incluyendo la
raiz (sin tierra), y se eligié un ejemplar que tuviese flores. Para eliminar el exceso de agua de las
raices tuberosas, éstas se cortaron longitudinalmente y se presionaron entre dos hojas de papel
periodico. Posteriormente, se colocd el ejemplar entre hojas de papel periddico secas y dos cartones
corrugados y con ayuda de un lazo se amarraron fuertemente para prensarlo (Imagen 19).
Finalmente, la planta se dejé en un horno de secado por cuatro dias a una temperatura aproximada

de 50 °C.

Imagen 19 . Ejemplar colectado de

Commelina sp. herborizado.

Una vez preparado el herborizado de la planta se deposité en el Herbario Nacional para su
determinacion (Figura 26). El ejemplar colectado correspondié a la especie Commelina dianthifolia
Delile, la determinacién se llevé a cabo por la Bidloga Yareli Joselin Cadena Rodriguez.
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Datos de la colecta

Localidad: Pedregal de San Angel, Ciudad Universitaria,
Distrito Federal.

Altitud: 2000 m. Latitud: N 19° 32’ Longitud: W 99° 17",
Hierba (30 cm) con flores color azul.

Fecha colecta: 30 junio 2014.

Nombre del colector: Araceli Gabriela Galindo Ruiz

Figura 26. Ficha de datos de la colecta para el Herbario Nacional

5.3 Generalidades

A continuacidn se enlistan las caracteristicas y generalidades del material, reactivos, equipos

y técnicas empleados(as) a lo largo del proceso experimental.

Reactivos Preparacion

Preparar una disolucién de 100 mL de 4cido acético
(CH3COOH) a la cual se le agrega 5 mL de acido
sulftirico (H2S04) y 20 mL H20. Calentar durante 3
minutos a una temperatura no mayor de 50 °C.

Revelador oleum

Software

Se empled para trazar las estructuras quimicas, reacciones

CS ChemDraw Ultra .
y fragmentaciones de los compuestos

MestReNova Espectros de Resonancia Magnética Nuclear

Condiciones HPLC

Fase estacionaria Silica gel Cis

Acetonitrilo A

Disolventes Agua (1% Acido trifluroacético TFA) B
Gradiente de elucién (30 min) inicio A:B (1:9) — final A:B (3:7)
Flujo 2 mL/min

Temperatura 40 °C

Detectores UV 380 nm y 533 nm
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Material / Equipo

Descripcion

Cromatofolios de silica gel

Cromatoplacas de silica gel
Cis

Lampara UV

Sephadex LH-20

Liofilizadora
Rotavapor
Bomba de vacio

Baifio de agua

Equipo RMN

Equipo UV-vis
Equipo FT-IR
Equipo DC

Equipo ESI-EM

Equipo HPLC

Microscopio SEM-EDS

MACHEREY-NAGEL
Capa 0.20 mm. Silica gel 60 con indicador
fluorescente UVasq4

MACHEREY-NAGEL
Capa 0.25 mm silica gel Cis con indicador
fluorescente UVas4

SPECTROLINE Modelo CM-10
Onda corta UV 254 nm

SIGMA CHEMICAL
Bead size 25-100 p

LABCONCO LYPH-LOCK 4.5
BUCHI R-210
BUCHI V-700

BUCHI B-491

JEOL Eclipse 300 MHz
BRUKER Avance III 400 MHz
VARIAN Unity Inova 500 MHz

SHIMADZU U160

BRUKER Tensor 27
JASCO J720

BRUKER micrOTOF II

AGILENT 1200 Series Binary SL

WATERS 2996 UV arreglo de diodos

LUNA Cis 100 x 2 mm, tamaifio de particula 3 um
Detector UV a 380 y 533 nm

JEOL JSM 5600 LV
Detector de rayos X caracteristicos.
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5.4 Proceso de extraccion

Inmediatamente después de realizar cada colecta, se retiré de las flores la corola y el tallo
(Imagen 20). Los pétalos se maceraron en H20O destilada a una temperatura de 4°C por 24 horas
(Imagen 21); transcurrido este tiempo, se filtrd el extracto y se realizé una extrusién manual a los
residuos del material vegetal; se realizaron 3 lavados con H2O para obtener la mayor cantidad
posible de colorante (Imagen 22). El extracto se concentrd a presién reducida con ayuda de un
rota-evaporador y un bafio de agua a una temperatura no mayor a 45°C (Imagen 23). Para eliminar

el agua remanente, se liofilizé el extracto, obteniéndose 3.3354 g de producto seco (Imagen 24).

Imagen 20. Flores colectadas, sin

tallo ni corola

Imagen 21. Maceraci6n de los pétalos en H>0 Imagen 22. Extrusién manual del residuo vegetal .

destilada.
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Imagen 23. Concentracién del extracto crudo. Imagen 24. Extracto seco del colorante

de las flores de Commelina dianthifolia Delile .

5.5 Estudios preliminares del extracto crudo

5.5.1 Pruebas de solubilidad

Se encontré que el extracto crudo del colorante es altamente soluble en agua, muy poco

soluble en metanol e insoluble en disolventes orgdnicos menos polares como etanol y acetona

(Imagen 25). Como se aprecia en la imagen, el colorante produce un color azul intenso en agua.

. e .. .'.
o 2 ‘ “
. KN T Imagen 25. Solubilidad del colorante

H o m“ E40R crudo en diferentes disolventes.
z -
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5.5.2 Pruebas Cromatografia en Capa Delgada (CCD)

Se realizaron ensayos en cromatoplacas de silica gel para conocer el comportamiento de los
diferentes componentes del extracto crudo frente a diversos tipos de eluyentes. A simple vista y bajo
luz UVas4, el extracto parece tener dos componentes mayoritarios: uno color azul intenso de alta
polaridad y otro componente color amarillo de mediana polaridad. En placas de silica gel Cis se
observaron nuevamente estas dos manchas principales pero en orden inverso de polaridad. En

algunos puntos de aplicacion se logra apreciar la retencidén de impurezas color café (Imagen 26).

(%]

Imagen 26. Cromatoplacas de silica gel (izquierda), silica gel bajo luz UVas4

(centro) y silica gel Cig (derecha).

5.5.3 Estabilidad térmica

Al realizar la concentracion del extracto en el rota-evaporador se observd que la estabilidad
del colorante es susceptible al aumento de temperatura. Una exposicion prolongada en el bafio de
agua una temperatura de 60 °C provoco que el color azul comenzara a cambiar de color a un tono
verdoso, posteriormente violeta, seguido de gris y finalmente se volvié marrén (Imagen 27). Se

coloco en un tubo capilar un poco del extracto en disolucidon acuosa en un aparato de Fischer. Se
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encontrd que a una temperatura de 75°C el compuesto se descompone, se observaron los mismos

cambios de coloraciéon mencionados.

Imagen 27. Color del colorante

después de haber sido sometido

a un calentamiento a 60°C.

5.5.4 Estabilidad al cambio de pH

Se sometid el colorante a diversos valores de pH en disolucién acuosa y se encontrd que éste
cambia a rojo intenso y se mantenia estable en valores de pH 4cidos y que en valores de pH bésicos
el colorante se descompone. Se prepararon disoluciones acuosas de HCI a valores aproximados de
pHde 1, 2, 3, 4, 5, y 6; para preparar las disoluciones bésicas a pH de 9, 11 y 13 se emple6 KOH; y
se usé una tira indicadora como referencia. Una vez listas las disoluciones, se agregd una punta de
espatula del colorante a cada uno de los viales. En los primeros 2 minutos se observé un cambio de
coloracién, para los viales de pH 4cido el color pasé de azul a rojo pasando por tonalidades
intermedias de color violaceo, mientras que en los viales de pH bdsico el color pas6 de azul a verde
péalido (Imagen 28). En dias posteriores las disoluciones a pH 1, 2 y 3 conservaron una tonalidad
rojiza, mientras que las disoluciones restantes se descompusieron produciendo un color amarillo en

las disoluciones.
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Imagen 28. Variacion del color de las disoluciones del colorante conforme al pH

transcurridos 2 minutos.

5.5.5 Espectroscopia y punto de fusién

Se le realizé a la muestra del extracto crudo estudios de Espectroscopia de Infrarrojo (FT-IR)
y de Espectroscopia Ultravioleta/visible(UV-vis). Las bandas principales de cada espectro se
resumen a continuacién, los valores del espectro UV-vis son similares a los valores para el complejo
de commelinina mencionados en la seccién 3.8.1 y en las Figuras 16 y 17. Para tomar el punto de
fusidn se colocaron pequenas particulas del extracto en un tubo capilar y se colocé en un aparato de

Fischer. A 60°C se observo que la muestra tomo un color marrén sin llegar a fundir completamente.

*Extracto crudo

Punto de fusién 60 °C descomposicion.

FT-IR (cm™) 3197 (ancha), 2933, 1580 (intensa), 1401, 1276, 1061 (intensa), 775 y 618.
UV-vis (nm) 641, 589, 319y 271.
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5.6 Purificacién del extracto crudo (Fraccionamiento primario)

A partir de las pruebas preliminares (cambio coloracién conforme el pH, bandas de
absorcion similares al compuesto de commelinina, solubilidad y susceptibilidad a temperaturas
altas), se intuye que el colorante de la Commelina dianthifolia Delile puede estar compuesto por una
metalo-antocianina. Debido al gran tamafio molecular que presentan dichos complejos, se decidi6

hacer una purificacién mediante una filtracién en gel.

Para purificar el extracto crudo se monta una columna con Sephadex LH-20 de 60 x 2 cm de
d.i. previamente acondicionada en agua. Para preparar el punto de aplicacién se pes6é 1.0 g del
extracto y se disolvié en la minima cantidad de agua. Como fase mdvil se hizo un gradiente
empleando como disolventes Agua (A) y Metanol (B) en la siguiente proporciéon de A:B 100:0,
95:5, 90:10, 85:15, 80:20. La colecta de cada fraccion se realizé por discriminacion visual de las
manchas presentes a lo largo de la columna (Imagen 29-31), obteniéndose un total de 15 fracciones
(Tabla 3). Estas fracciones se concentraron hasta sequedad mediante destilacion a presién reducida

en un bafio de agua a una temperatura no mayor de 45°C.

Tabla 3. Primer fraccionamiento del extracto crudo

No. manchas No. manchas
., Color ., Color
Fraccion . . observadas Fraccion . . observadas
disolucién . disolucion .

bajo UVas4 bajo UVas4

COM4-1 azul 2 COM4-9  amarillo 4
grisdseo

COM4-2 azul 1 COM4-10 amarillo 4
COM4-3 café 3 COM4-11 amarillo 3
COM4-4 café 2 COM4-12 amarillo 3
COM4-5 magenta 4 COM4-13 amarillo 3
COM4-6 rosa 3 COM4-14 amarillo 2
COM4-7 naranja 3 COM4-15 amarillo 2
COM4-8 naranja 3
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Imagen 29-31. (De izquierda
a derecha) Progreso de la
purificacion en Sephadex

LH-20 del colorante.

-

il
s

Se hizo un seguimiento de las fracciones colectadas empleando cromatoplacas de silica gel
Cis. La fraccion COM4-2 corresponde al colorante azul “purificado” de la C. dianthifolia Delile. Esta
fraccién se llevd a sequedad empleando un rota-evaporador y un equipo de liofilizacién y se obtuvo
un polvo azul ultramar (Imagen 32). A esta muestra se le realizaron analisis espectroscopicos:
Infrarrojo (FT-IR), Ultravioleta-visible (UV-vis), Dicroismo circular (DC), Resonancia Magnética
Nuclear (RMN); y Espectrometria de Masas con la técnica de ionizacién por Electro-spray en modo
negativo (ESI-MS), Anadlisis Directo en Tiempo Real (DART-MS) e Impacto Electrénico (EI-MS). Asi

también, la muestra del colorante purificado y del extracto crudo se mandaron a ser analizadas por
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Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia (HPLC). A continuacién se presentan los principales

datos de estos analisis:

* Colorante azul “purificado” (Fraccion COM4-2)

Imagen 32. Colorante azul

“purificado” seco (Fraccién COM4-2).

Punto de fusién >250 °C (Se descompone)

Solubilidad Agua

Apariencia fisica Sélido amorfo color azul intenso

UV-vis (nm) 643, 589, 315y 273

UV-vis (nm) + HCl 3% 528, 318 y 274

DC (nm)[0.27 M] 273(+) 309 (-) 338(+) 377 (-)

FTIR (cm™) 3153, 2932, 1569, 1394, 1274, 1063, 527.

§ 8.10 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.98 (d, J=8.7 Hz, 1H), 7.35 (d, J=8.7
TH-RMN Hz), 7.20 (d, J= 9.0 Hz, 2H), 6.99 (d, J=5.3 Hz, 1H), 6.93 (s),
(300 MHz, DMSO-ds) 6.89 (d, J=4.1 Hz, 2H), 6.77 (m), 6.55 (s), 6.36 (s), 6.30 (s),
5.04 (d, J=7.2 Hz, 1H), 4.60 (m, 1H).
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8 8.03 (d, J=8.7 Hz, 2H), 7.93 (d, J=9.0 Hz, 1H), 7.33 (d, J=4.1

1H-RMN Hz, 1H), 7.29 (d, J= 3.6 Hz, 1H), 7.19 (d, J=8.9 Hz, 2H), 6.93

(300 MHz, DMSO-ds+ (d, J=8.8 Hz, 1H), 6.85 (s, 0.5H), 6.85 (s, 0.5H), 6.73 (d, J=8.6

D,0) Hz), 6.35 (d, J=10.4 Hz), 4.99 (d, J=7.0 Hz, 1H), 4.58 (d,
J=9.0 Hz, 1H).

8 8.86 (s, 1H), 7.76 (s, 2H), 7.38 (d, J=15.9 Hz, 1H), 7.23 (d,
'H-RMN J= 8.9 Hz, 1H), 6.99 (d, J=2.0 Hz, 1H), 6.92 (d, J=1.9 Hz, 1H),
(400 MHz, CDsOD+TFA)  6.71 (2, 0.5H), 6.71 (d, J=8.5 Hz, 2H), 6.26 (d, J=15.9 Hz, 1H),
5.43 (d, J=7.8 Hz, 1H), 5.18 (d, J=7.8 Hz, 1H).
[E-EM (m/2) 367, 358, 346, 345 (pico base) y 344.

ESI(-)-EM (m/2)

01.95 (pico base), 887.95, 873.95, 855.97, 830.02 y 812.02
HO:EtOH (1:1) 901.95 (pico base), 887.95, 873.95, 855.97, y

ESI(-)-EM (m/z) 887.74 (pico base), 873.75, 855.76, 843.81, 829.82, 811.83,
H>0:MeOH (1:1) 642.02 y 606.10

Se reagrupan las fracciones con base en su color y en el factor de retencion de los
componentes observados en CCD bajo luz visible y luz UVjas4. Las fracciones COM4-3 y COM4-4 se
juntan y se les denomina como Fracciones cafés; las fracciones COM4-5 a la COM4-8 se les
denomina como fracciones moradas; y las fracciones COM4-9 a la COM4-15 se les denomina como

fracciones amarillas.

5.6.1 Separacion del colorante azul “purificado” (Fraccionamiento secundario)

Con base en los resultados anteriores, se infiere que el colorante azul “purificado” (Fraccién
COM4-2) esta conformado por distintas moléculas de tipo flavonoide y se decide hacer una
separacion del mismo en fase reversa y en condiciones ligeramente 4cidas en la fase movil. Se
montd una columna de Silica gel Cis con medidas de 18 x 1.5 cm, como punto de aplicacion se
impregno en la silica gel el colorante purificado previamente disuelto en MeOH (2% HCI), para la
fase movil se empleé un gradiente de disolventes: H20-2% HCIl (A) y MeOH (B), empezando con
una proporcion de A:B (3:2), posteriormente se aumentd la fuerza de la fase mévil a A:B (1:1) y la

ultima subfraccién se obtuvo empleando tnicamente MeOH (2% HCI). Se obtuvo un total de 9
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subfracciones las cuales se llevaron a sequedad mediante destilaciéon a presién reducida a una
temperatura no mayor de 50°C (Tabla 4). Se registrd el progreso de la columna mediante CCD de

silica gel Ci1s (Imagen 33 y 34).

Tabla 4. Separacion del colorante azul “purificado” (fraccionamiento secundario).

Subfraccién Color No. manchas
disolucion observados en UVas4
cC-1 Café 1
CC-2 marron 3
CC-3 marrén 3
CC-4 rosa 2
CC-5 magenta 2
CC-6 magenta 2
CC-7 magenta 1
CC-8 rojo 1
CC-9 dmbar 2

Imagen 33. Progreso de la columna,
sufracciones CC-1 a CC-9 y referencia R
(punto aplicacién). Placa CCD de silica gel

Cis, luz visible.
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Imagen 34. Progreso de la columna,
subfracciones CC-1 a CC-9 y referencia R
(punto aplicacién). Placa CCD de silica gel

Cis de la Serie CC vista bajo luz UVass.

La subfracciéon CC-1 (Imagen 35) present6 una sola mancha con R.f. de 0.66 y se envié a
espectroscopia de FT-IR, UV-vis y EM para su andlisis. La subfraccién CC-2 (Imagen 36) al ser
revelada con dleum mostré un compuesto mayoritario color amarillo con R.f 0.74, debido a la poca
cantidad de muestra, fue analizada tinicamente en RMN-'H y EM. La subfraccién CC-8 (Imagen 37)
mostrd una sola mancha en la placa con R.f en 0.37 y fue enviada a las espectroscopias de FT-IR,

UV-vis, RMN-'H, RMN-!3C y a EM.

* Subfraccion CC-1

Imagen 35. Subfraccién CC-1 seca.

Apariencia fisica solido amorfo color marrén

Solubilidad H>0 y MeOH

FT-IR (cm) 3237 (banda ancha), 2952, 1720, 1636, 1438, 1224, 1134,
1066, 779 y 524.

UV-vis (nm) 207 y ~380 (débil)

DART (m/z) 180, 163, 145 (pico base), 127, 115, 97 y 80
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* Subfraccion CC-2

Imagen 36. Subfraccién CC-2 seca.

Apariencia fisica s6lido amorfo color &mbar
Solubilidad MeOH
'H-RMN 8 13.43 (s, 0.5H), 13.40 (s, 0.5H), 8.09 (d, J=8.5 Hz, 2H), 7.21 (d,

(400 MHz, DMSO-ds) ~ J=8.5 Hz, 2H), 6.99 (s, 0.5H), 6.97 (s, 0.5H), 6.89 (s, 0.5H), 6.88 (s,
0.5H), 5.04 (d, J=6.9 Hz, 1H), 4.61 (d, J=9.4 Hz, 0.5H,), 4.58 (d,
J=9.4 Hz, 0.5H), 4.18 (t, J=9.1 Hz, 0.5H), 3.99 (t, J=9.2 Hz, 0.5H),
3.90 (s, 1.5H), 3.87 (s, 1.5H), 3.70 (dd, J=2.8, 10.8 Hz, 1H), 3.5-3.3
(m, 5H), 3.3 (m, 1H), 3.2 (m, 1H), 3.1-3.0 (m, 2H).

* Subfraccion CC-8

Imagen 37. Subfraccién CC-8 seca.

Apariencia fisica solido amorfo color magenta
Solubilidad H>0 y MeOH

3073 (banda ancha), 2931, 1701, 1635, 1604, 1513, 1446, 1404,

v -1
FTIR (cm?) 1286, 1167, 1067, 831, 804, 623 y 549.
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UV-vis (nm)

IH-RMN
(400 MHz,
CDsOD+TFA)

I3C-RMN
(126 MHz,
CDs0D)

DEPT 135 RMN
(126 MHz,
CDs0D)

DEPT 90 RMN
(126 MHz, CD30OD)

ESI(+)-EM (m/2)

536, 290y 211.

Compuesto CC-8.1

5 8.89 (s, 1H), 7.77 (s, 2H), 7.35 (d, J=15.9 Hz, 1H), 7.28 (d, J=8.6
Hz, 2H), 6.97 (d, J=2.0 Hz,1H), 6.89(d, J=1.2 Hz, 1H), 6.76 (d,
J=8.6 Hz, 2H), 6.23 (d, J=15.9 Hz, 1H), 5.45 (d, J=7.8 Hz, 1H), 5.18
(d, J=8.0 Hz, 1H), 4.52 (dd, J=2.9, 11.8 Hz, 1H), 4.50 (dd, J=7.8,
13.1, 1H), 3.98(dd, J=7.4, 13.1 Hz, 1H),3.96 (ddd, J=3, 8, 11.5 Hz,
1H),3.79 (dd, J=9.5, 8 Hz, 1H), 3.77 (dd, J=8, 9.5 Hz, 1H), 3.73 (dd,
J=5.3, 11.3 Hz, 1H), 3.64 (m), 3.60 (t, J=9.5 Hz, 1H), 3.59 (t, J=9.5
Hz, 1H), 3.53 (m), 3.45 (m).

Compuesto CC-8.2

8 8.86 (s, 1H), 7.76 (s, 2H), 7.37 (d, J=15.9 Hz, 1H), 7.22 (d, J=8.5
Hz, 2H), 6.99 (d, J=2.1 Hz,1H), 6.91 (d, J=2.0 Hz, 1H), 6.71 (d,
J=8.7 Hz, 2H), 6.25 (d, J=15.9 Hz, 1H), 5.45 (d, J=7.8 Hz, 1H), 5.19
(d, J=8.0 Hz, 1H), 4.48 (dd, J=4.6, 11.3 Hz, 1H), 4.47 (dd, J=7.5,
11.5, 1H), 4.53 (dd, J=2, 11 Hz, 1H), 4.21 (dd, J=5.7, 11.2 Hz, 1H),
3.96 (ddd, J=3, 8, 11 Hz, 1H),3.79 (m), 3.77 (m), 3.62 (t, J=9.0 Hz),
3.79 (m), 3.56 (t,J=9.1 Hz, 1H), 3.49 (t, J=9.3 Hz), 3.45 (m).

Compuesto CC-8.3

5 8.85 (s, 1H), 7.76 (s, 2H), 7.37 (d, J=15.9 Hz, 1H), 7.22 (d, J=8.6
Hz, 2H), 6.99 (d, J=2.1 Hz,1H), 6.91 (d, J=2.2 Hz, 1H), 6.71 (d,
J=8.7 Hz, 2H), 6.26 (d, J=15.9 Hz, 1H), 5.42 (d, J=7.8 Hz, 1H), 5.19
(d, J=8.0 Hz, 1H), 4.53 (dd, J=4, 12 Hz, 1H), 4.24 (dd, J=5.6, 11.4,
1H), 4.51 (dd, J=3, 11.3 Hz, 1H), 4.47 (dd, J=8.8, 12.8 Hz, 1H), 3.96
(m, 1H), 3.82 (m), 3.80 (m), 3.64 (m), 3.56 (t, J=9.1 Hz, 1H), 3.53
(m), 3.50 (m).

§169.2,169.1, 163.9, 161.3, 156.8, 156.5, 147.7, 146.9, 146.2, 145.8,
133.9,131.4,126.8,119.8, 116.7, 114.8, 113.0, 112.9, 106.0, 102.9,
102.2,97.2,78.11,77.7, 75.5, 74.8, 74.3, 72.3, 71.0, 65.1, 64.6.

5 147.7,133.9, 131.4,116.7, 114.8, 112.9, 106.0, 102.9, 102.2, 97.2,
78.11, 77.7, 75.5, 74.8, 74.3, 72.3, 71.0, 65.1(sefial negativa),
64.6(sefial negativa).

8 147.7,133.9,131.4, 116.7, 114.8, 112.9, 106.0, 102.9, 102.2, 97.2,
78.11,77.7, 75.5, 74.8, 74.3, 72.3, 71.0.

919.5, 859.20, 873.20 y 773.20
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5.7 Purificacion de las fracciones moradas (fraccionamiento secundario)

De la primera separacion de extracto crudo realizada con Sephadex LH-20, se eligieron las
fracciones moradas (COM4-5 hasta COM4-8) para realizar un segundo fraccionamiento. A esta
separacion se le denomina como Serie CA. Se montd una columna de Silica gel Cis con medidas de
18 x 1.5 cm di., para la fase movil se emple6 un gradiente de disolventes: H.0-1% HCI (A) y MeOH
(B), empezando con una proporcion de A:B (2:1), posteriormente se aumento la fuerza eluyente a
A:B (1:1) y la ultima faccién se obtuvo empleando tnicamente MeOH (2% HCI). De esta columna
se obtuvieron 24 subfracciones, las cuales se colectaron con base en las manchas observadas a lo
largo de ésta (Tabla 5). Se realizé un seguimiento por CCD de silica gel Cis de las subfracciones
colectadas y se efectué una re-agrupacion de las mismas con base en la similitud de las manchas

bajo luz visible y UV2s4 , asi como su R.f (Imagenes 38-43).

Tabla 5.Purificacion de las fracciones moradas (fraccionamiento secundario).

Color Manchas Color Manchas

Subfraccion disolucién observadas Subfraccion disolucién observadas

bajo UVass bajo UVass
CA-1 rosa claro 3 CA-13 rosa 3
CA-2 rosa 2 CA-14 rosa 3
CA-3 rosa 2 CA-15 rosa 3
CA-4 rosa 2 CA-16 rosa 2
CA-5 rosa 2 CA-17 rosa 2
CA-6 rosa 2 CA-18 rosa 2
CA-7 rosa 3 CA-19 rosa 2
CA-8 rosa 3 CA-20 fiusha 1
CA-9 rosa 3 CA-21 fiusha 1
CA-10 rosa claro 3 CA-22 fiusha 2
CA-11 rosa claro 2 CA-23 fiusha 3
CA-12 rosa claro 3 CA-24 rosa 2
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38) 39)

40) 41)

Imagenes 38-43. Progreso de la columna, subfracciones CA-1 a CA-27. CCD silica gel C1s vistas
bajo luz visible (izquierda) y luz UV2s4 (derecha).
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Muestra CA-A2

De las subfracciones CA-2 a la CA-5 se observan dos manchas, una color azul y otra color
rosa, la cual es mucho mas intensa bajo UVas4, por lo que se retnen las fracciones obteniéndose 1.3

mg de muestra. Debido a la poca cantidad de muestra tinicamente se analiza por 'H-RMN.

Muestra CA-Al

De esta separacion se observa que las subfracciones CA-20 a la CA-23 presentan una sola
mancha con el mismo R.f. color magenta (Imagen 44). Se recuperan 3.5 mg y a esta muestra se le
realizan los andlisis de espectroscopia y espectrometria (FT-IR, 'H-RMN, ESI* y FAB*) para

caracterizarla.

% Compuesto CA-Al

Imagen 44. Subfraccién CA-Al.

Apariencia Liquido viscoso color magenta
UV-vis (nm) 581, 306.

2954 (banda ancha), 1700 (muy intensa), 1447, 1202, 1167, 804,
FTIR (cm™?)

617, 517.
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5 Proceso experimental y resultados

IH-RMN
(400 MHz,
CDs0D)

FAB(+)-EM (m/2)

ESI(+)-EM (m/z)

5 8.90 (s, 1H), 7.77 (s, 2H), 7.38 (d, J=15.9 Hz, 1H), 7.30 (d,
J=8.5 Hz, 2H), 7.00 (d, J=1.9 Hz,1H), 6.90 (d, J=1.7, 1H), 6.76
(d, J=8.5 Hz, 2H), 6.24 (d, J=15.9 Hz, 1H), 5.41 (d, J=7.8 Hz,
1H), 5.14 (d, J=7.8 Hz, 1H), 4.48-4.48 (m, 2H), 3.98 (dd, J=1.0,
3.0 Hz, 1H), 3.95 (ddd, J=1.0, 3.0, 3.3 Hz, 1H), 3.78 (dd, J=8.0,
9.5 Hz, 1H), 3.74 (dd, J=8.0, 9.5 Hz, 1H), 3.71 (m, 1H), 3.62 (¢,
J=7.1 Hz, 1H), 3.57 (ddd, J=3.5, 7.0, 9.5 Hz, 1H), 3.55 (t, J=6.4
Hz,1H), 3.53 (t, J=9.5 Hz, 1H), 3.42 (t, J=9.5 Hz, 1H).

176, 226, 349, 393, 437, 453, 481 (matriz: alcohol nitrobencilico)
91, 19, 105, 129, 165, 181, 223, 303 (matriz: glicerol).

827.2,773.2'y 665.2

5.8 Purificacion de las fracciones amarillas

Se realizé una CCD de silica gel Cis de las fracciones amarillas colectadas de la primera

separacion del extracto crudo con Sephadex LH-20 (COM4-9 a la COM4-15), en donde se observd

que la mayoria de estas fracciones tienen entre 2 y 4 manchas. Algunas fracciones al ser

manipuladas con diferentes disolventes, mostraron ser parcialmente solubles en agua, se aproveché

esta caracteristica y se separé de estas muestras la parte soluble en agua y la parte restante se

disolvid en metanol. Posteriormente, se realiz6 una cromatoplaca en silica gel Cig de estas

separaciones empleando como fase mévil Agua:Metanol (1:1).

En la placa en Cis se observd que la parte soluble en MeOH de la fracciéon V14 contenia una

sola mancha con un R.f. de 0.48, la cual es amarilla a la luz visible y morada bajo luz UV2s4. Del

compuesto presente en la fraccion V14 se obtuvieron 8 mg (Imagen 45), y se le realizaron las

pruebas fisicoquimicas, espectroscopicas y espectrométricas para su caracterizacion.
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5 Proceso experimental y resultados

* Compuesto V14

Imagen 45. Compuesto V14 seco.

Punto de fusion
Apariencia
Solubilidad
UV-vis (nm)

FT-IR (cm™)

TH-RMN
(400 MHz,
DMSO-ds)

IH-RMN
(400 MHz,
DMSO-ds + D20)

I3C-RMN
(126 MHz,
DMSO-ds)

HMBC
(DMSO-ds)

FAB(+)-EM (m/2)
ESI (+)-EM (m/2)

185 °C comienza a fundir; 210 °C (descomposicion)

Sélido amorfo color amarillo claro

MeOH

214, 272, 334

3246, 2920, 1652, 1597, 1486, 1445, 1244, 1021, 831, 577, 504.

8 13.50 (s, 0.5H), 13.49 (s, 0.5H), 7.98 (d, J=8.9 Hz, 2H), 6.93
(d, J=8.9 Hz, 2H), 6.87 (s, 0.5H), 6.86 (s, 0.5H), 6.85 (s, 0.5H),
6.84 (s, 0.5H), 4.85 (s, 1H), 4.60 (d, J=9.4 Hz, 0.5H), 4.57 (d,
J=9.5 Hz, 0.5H), 4.43 (s, 1H), 4.18 (t, J=9.3 Hz, 0.5H), 3.99 (t,
J=8.6 Hz, 0.5H), 3.90 (s, 1.5H), 3.87 (s, 1.5H), 3.69 (d, J=12.2
Hz).

§ 7.97 (d, J=9.0 Hz, 2H), 6.94 (d, J=8.9 Hz, 2H), 6.84 (s, 1H, ),
6.83 (s, 0.5H), 6.83 (s, 0.5H), 4.59 (d, J=9.9 Hz, 0.5H), 4.57 (d,
J=9.8 Hz, 0.5H), 4.15 (t, J=9.9 Hz, 0.5H), 3.98 (t, J=9.6 Hz,
0.5H), 3.89 (s, 1.5H), 3.86 (s, 1.5H), 3.68 (d, J=10.5 Hz, 1H),
3.35 (d, J=11.9, 6.7 Hz, 1H), 3.18-3.14 (m, 3H).

8 182.4, 182.04, 165.1, 164.0, 163.9, 161.4, 160.4, 159.7, 157.0,
156.9, 128.7, 121.1, 116.1, 109.8, 109.7, 104.7, 104.2, 103.1,
91.2, 90.3, 81.9, 81.7, 79.1, 73.0, 72.7, 71.0, 70.9, 70.4, 69.8,
61.8, 56.6, 56.4.

8 (128.3, 7.98), (116.3, 6.94), (102.8, 6.85), (89.9, 6.84), (90.8,
6.83), (72.6, 4.59), (69.4, 4.18), (69.9, 3.99), (56.2, 3.90),
(56.2, 3.87), (61.5, 3.70), (61.5, 3.36), (78.3, 3.18), (814,
3.14), (70.62, 3.08)

313, 339, 368, 391, 412, 430, 439, 473, 447, 600
447.1, 469.1 y 915.2
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5 Proceso experimental y resultados

5.9 Teiiido del colorante natural en fibra de algodén

Con el fin de enfocar los analisis de este proyecto hacia el estudio de objetos de patrimonio
cultural, se realizé un teilido con el colorante azul sobre fibras de algodén mordentado (la fibra se
sumerge en un bafio de agua a 80 °C durante una hora el cual contiene alumbre disuelto, la fibra se
retira de la disolucién y se deja secar). Debido a la poca cantidad obtenida del colorante, las
cantidades con las que se decidi6 realizar el tefiido son las minimas necesarias para realizar los
diversos analisis. Para ello se disuelve en un vial de vidrio el extracto crudo de las flores en la
minima cantidad de agua y se introduce una hebra del hilo de algodén mordentado en el vial para
teflir la fibra, el proceso se realiza a temperatura ambiente. La hebra se retira inmediatamente
después de haber sido sumergida y se deja secar a la sombra . El color resultante de la hebra es azul
oscuro (Imagen 46). A la fibra de algodoén se le realiza un andlisis de espectroscopia de Infrarrojo

empleando la técnica de ATR.

Imagen 46. Fibra de algodén

mordentada y tefiida con el colorante

azul.
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5. 10 Microscopia Electrénica de Barrido con detector de rayos-X caracteristicos (SEM-EDS)

Se realizé un mapeo de andlisis elemental quimico empleando un microscopio electrénico
de barrido y un detector de Rayos-X caracteristicos (EDS), JEOL JSM 5600 1V el analisis se realizd
en el Instituto de Fisica, UNAM. Las condiciones para estas pruebas fue un a voltaje de 20 kV y un
aumento de 80X y bajo vacio; la preparacién de las muestras estuvo a cargo del Técnico del

Instituto de Fisica, el Ingeniero en Quimica Mario Monroy Escamilla.

El estudio se realizé a cuatro muestras: Extracto crudo, colorante purificado (COM4-2 y
COM3-2) y a la fibra de algodén mordentada y tefiida; de cada muestra se obtuvo una imagen de la
superficie del colorante y el andlisis por EDS de cada imagen se realizé de manera global y puntual
(puntos con un mayor contraste). A continuacioén, se muestran las imagenes SEM de las distintas
muestras (Imagen 47-51); los espectros EDS y las tablas con las abundancias relativas de cada

elemento quimico se encuentran en el Subcapitulo 6.7 Fibra tefiida de este trabajo.

ZBkU

Imagen 47. Particula del extracto crudo del colorante
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9 (X8B ZOBum"

Imagen 49. Particula del colorante azul purificado (COM4-2)
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Imagen 51. Particula retenida en la fibra de algoddn tefiida (acercamiento).
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A manera de resumen, se presenta un diagrama de flujo del proceso experimental realizado
en este estudio:
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Capitulo

6 Discusion de resultados

A continuacién, se presenta el andlisis de la informacién recabada en este estudio sobre el
colorante azul de las flores de Commelina dianthifolia Delile.

6.1 Extracto crudo

Como primera observacion, las flores del género Commelina son sumamente delicadas. La
planta abre sus botones durante las primeras horas del dia y sélo abre un botdén por bractea; una
vez que se ha cerrado el botdn, no vuelve a abrir. Como peculiaridad, se observé que algunas flores
colectadas tenian tonalidades violaceas. La delicadeza de los pétalos también se refleja en las
propiedades del colorante: se descompone a temperaturas mayores de 60 °C, si se deja en contacto
con la luz o el agua (humedad), el color va decayendo hasta volverse amarillo/verdoso. Asi
también, mostré una gran afinidad por disolverse en el agua, de ahi que sea fécil aplicarlo sobre
soportes de papel o en fibras textiles de algoddn; se descarta como técnica de tefiido una infusién
(baflo de agua caliente) y se sugiere como una hipétesis que el jugo de las flores se aplicaba
directamente sobre los hilos o prendas, tal y como solia hacerse con el colorante del caracol
purpura, Purpura pansa. El colorante absorbe humedad del ambiente con facilidad y comenzar su
descomposicidon, por lo que, es necesario mantenerlo en un desecador para preservarlo. Si el
colorante se expone al ambiente, deja de ser un polvo de facil manejo para tener consistencia
viscosa. El colorante inicamente se disolvid en agua, otros disolventes como el MeOH e inclusive el
EtOH no lograron disolver el colorante azul. Sin embargo, con el MeOH es posible observar la

disolucién de un componente color amarillo.



6 Discusion de resultados

En los analisis preliminares, se observd que en CCD de Cis el extracto crudo del colorante
estd conformado en su mayoria por moléculas que absorben en la regién del espectro visible
(380-780 nm), es decir, dos componentes coloridos principales: azul y amarillo. No se observan
componentes extras bajo luz UVios4. En el espectro UV-vis obtenido del extracto crudo prevalecen
los valores del color azul: 641, 589, 319 y 271 nm (Espectro 1), el espectro de UV-vis del colorante

presenta una forma similar los obtenidos en estudios con especies de Commelina communis®8.

Espectro 1. UV-vis Extracto crudo del colorante (Analisis cualitativo; Referencia: Agua).

iy

MM
Fa l . ] e .9 HPR 1 » RN N

A0 . OMNN a.a08

El espectro de infrarrojo del extracto crudo (Espectro 2), se observa que éste contiene
principalmente compuestos con grupos hidroxilo (banda ancha y muy intensa), grupos carbonilo,
carbonos alifaticos y aromadticos. En la Tabla 6 se presenta las asignaciones de las principales
bandas de absorcion al grupo funcional al que corresponden y el tipo de vibracién del enlace. Estos

grupos funcionales pueden encontrarse en compuestos flavonoides.
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6 Discusion de resultados

Espectro 2. FT-IR Extracto crudo del colorante (Soporte: pastilla KBr).

(] %00 o0 Pao 003 14500 1009 3

Wavesumber o |

Tabla 6. Principales bandas de absorcion del espectro IR en el extracto crudo.

Frecuencia (cm!) Grupo funcional Tipo de vibracién
Alcohol/ estiramiento enlace O-H
3197 e . .
Aromatico estiramiento enlace 8-H
1400y 617 Alcohol torsion enlace O-H
1276 Alcohol (fenol) estiramiento enlace C-OH
1061 Alcohol (secundario) estiramiento enlace C-OH
3 estiramiento asimétrico enlace H-C-
2933 Alcano (sp?) H
838y 775 Aromadtico torsidn fuera del plano enlace ©-H
2000-1600 Aromatico sobretonos enlace ©-H
(sobretonos)
1580 Carbonilo de cetona estiramiento enlace C=0
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Para poder conocer mas acerca de la naturaleza de los compuestos del colorante azul se
decidio realizar distintas pruebas fisicoquimicas. La primera de ellas es su estabilidad en disolucién
acuosa con respecto al cambio de pH. El cambio de coloracién de las disoluciones (rojo en pH
acido, morado en pH ligeramente acido y verde en pH basico), la alta estabilidad del color rojo en
las disoluciones de pH 4cido y la pérdida del color de las disoluciones con pH ligeramente acido y
pH bdésico en dias sucesivos nos dan un indicio de que el colorante puede estar constituido por
antocianinas cuyas caracteristicas de estabilidad al cambio de pH fueron descritas en el Subcapitulo

3.2.1 Caracteristicas y propiedades quimicas de este trabajo.

En HPLC en fase reversa (silica gel Cig) y en condiciones ligeramente dcidas de la fase moévil
(1% TFA), se observa en el Cromatograma 1 (detector UV en 533 nm) dos picos y los espectros de
UV-vis tienen bandas de absorcién caracteristicas de las antocianinas sometidas a condiciones 4cidas
(Tabla 7). Por otra parte, el Cromatograma 2 (detector UV en 380 nm) muestra la presencia de mas
compuestos. Los espectros UV-vis de los picos mas abundantes del cromatograma son caracteristicos
de compuestos color amarillo como flavonas o flavonoles por dos maximos de absorcién en ~270 y
~330 nm (Tabla 8), mientras que el tltimo pico muestra bandas caracteristicas de una antocianina

(este pico tiene el mismo tiempo de retencion en el Cromatograma 1 a 533 nm).

Cromatograma 1. HPLC Extracto crudo (533 nm)
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Peak Results

L33 irea | % Area | In1 Type | Processed Channel Desir.

TRCSOT | AEXGE | 1614 | BB PO 533.0 nm

20,345 | 2808216 | 8388 | bD PDA 533.0 nm

Match Plot
0 020 "., LGy Peak #1

S\
2o \ \ / |

0 W
: \__,»*"'/ |, B45.1 69657431
] am.ﬁ.zﬂmﬂ 783
o qodon eom

100K
d00 0000 40000 S000 60O o0
T
Match Plot
Pagak £2
53410
e 278.1
008
g
i 04
— 6623
&1 557707004 7948
.0 e L B R
2N N 400 m 00,00 Ly O e elail [ = ERe e
mim

Tabla 7. Datos del Cromatograma 1 del extracto crudo (533 nm).

e

. Tiempo Area .
No. pico retenciéon (min) (%) A UV-vis (nm)
1 18.21 16.1 276y 534
2 20.34 83.9 278 y 534
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Cromatograma 2. HPLC Extracto crudo (380 nm)
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Tabla 8. Datos del cromatograma del extracto crudo (380 nm)

Tiempo Area

No. pico retenciéon (min) (%) A UV-vis (nm)
3 8.31 29.9 272y 328
4 9.99 20.0 272,325y 409
6 13.63 8.8 271y 338
9 17.89 11.8 271y 337
10 20.33 9.2 278 y 529
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Con la informacién obtenida en las pruebas fisicoquimicas preliminares y con los espectros
de IR y de UV-vis, se refuerza la hipétesis de que el colorante azul estd conformado principalmente

por compuestos de tipo flavonoide.

En las imagenes SEM (Imagen 47) se aprecia que el extracto crudo tiene una constitucién
amorfa y sobre la superficie se observan particulas de mayor contraste. Los analisis de deteccién de
rayos X caracteristicos (EDS) globales revelan la presencia de K, Cl, B Ca, Mg, S y Na; de los cuales,
el potasio sobresale por tener la mayor proporcién (Espectro 3). Se aprecia en la superficie la
acumulacidén de otras particulas (mayor contraste, més brillantes), las cuales tienen una proporcion
aproximada de K:Cl (1:1) y con Mg, Ca y P en menor cantidad, por lo que estas particulas mas
brillantes pudieran ser sales provenientes del agua con la que se realizé la extraccién o sales de la
misma planta (Espectro 4). Con este mapeo elemental, se corrobora que el colorante presenta entre
sus componentes al magnesio, elemento metélico primordial en el complejo de commelinina. Nota:
En algunos espectros se asigné una banda como Zr (zirconio), la cual corresponde a la banda de P

(fésforo).

Espectro 3. SEM-EDS Extracto crudo

Elenent, ¥
0 X 6,
Cak 1.
P 1.3
No-& 4.
Mg 2.6 23
Sa-k 1.57 3
K -« 1.163 &
2r-K 1.330 ) .00
S K 1,289 0 0,45
Cl-k 1,207 D 4.2
1 .

4
100,00 100,00

o »
-~
3

Y A

¥ g e
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Espectro 4. SEM-EDS Extracto crudo (Zona puntual)

Elenent k-ratio ¢
0 -K 7.327
CarkK 1.399
P -K 1.308
Na-K 3,329
MK 2.565
S1-K 1.321
K K 1.213
2rK 1,353
S K 1,030
Cl-K 1.126
Total

e T e Mt e i ——

6.2 Colorante azul “purificado”

Con la informacién preliminar del extracto crudo y los reportes de metalo-antocianinas en
estudios de Commelinas, se opté por realizar una purificacion del extracto mediante permeacién en
gel (Sephadex LH-20) y empleando disolventes neutros (HoO y MeOH) para evitar la disociacion
del posible complejo azul. En este proceso de separaciéon, las moléculas con un mayor tamafio
eluyeron primero y las méas pequefias quedaron retenidas en los poros del polimero de azucar,
equilibrandose con la fase movil y la fase estacionaria, por lo que su elucién fue mas lenta. Como se
observd, el orden de elucién de esta separaciéon comenzé con fracciones color azul (colorante azul
“purificado”), posteriormente fracciones color marrén, después fracciones moradas/magentas y

finalmente fracciones amarillas; esto nos indica que las fracciones azules tienen compuestos de un
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6 Discusion de resultados

gran tamafio molecular y que las udltimas fracciones color amarillo tienen compuestos mas pequeiios
y menos polares, puesto que ya no son totalmente solubles en agua y mas afines a disolverse en

MeOH y EtOH.

Se obtuvo el espectro FT-IR de esta fraccion azul, el colorante “purificado” (Espectro 5) y en
la Tabla 9 se muestran las asignaciones de las bandas de absorcidn principales y el tipo de vibracion
del enlace al que pertenecen. La banda intensa localizada en 1569 cm es caracteristica de la
vibracién del enlace carbonilo de una cetona, la baja frecuencia indica que el enlace C=0 se
encuentra conjugado, la resonancia afecta la fuerza y el largo del enlace (constante de fuerza, k)
dandole un caracter de enlace sencillo y provocando un desplazamiento de la banda de absorcién a

una menor frecuencia.

Espectro 5. FT-IR Colorante azul “purificado”

1408 54

LS M 00 10 2%e 1509 A= X
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Tabla 9. Principales bandas de absorcién del espectro IR en el colorante purificado.

Frecuencia (cm™) Grupo funcional Tipo de vibracién
Alcohol/ estiramiento enlace O-H
3153 (o ) .
Aromatico estiramiento enlace @-H
1394y 656 Alcohol torsién enlace O-H
1274 Alcohol (fenol) estiramiento enlace C-OH
1062 Alcohol (secundario) estiramiento enlace C-OH
estiramiento asimétrico enlace H-C-
2932 Alcano (sp?®) o
863,840y 774 Aromatico torsion fuera del plano enlace 8-H
2000-1600 Aromatico sobretonos enlace &-H
(sobretonos)
1569 Carbonilo de cetona estiramiento enlace C=0

En el espectro de UV-vis los maximos de bandas de absorcién se encuentran en 273, 316,
590 y 643 nm (Espectro 6); estos valores corresponden con los reportados experimentalmente para
el complejo de commelinina reportados por Hayashi®® y difieren de los valores reportados para las 3
metalo-antocianinas ya mencionadas en la secciéon 3.8. El espectro UV-vis del colorante azul
empleando como disolvente H2O (1% HCI) produjo un la desaparicién de la banda en 643 nm, un
cambio hipsocrémico en la banda de 589 nm a 528 nm, y en las bandas de 315 y 273 nm se
produjo, por el contrario, un ligero cambio batocrémico a 318 y 274 nm respectivamente (Espectro
7). La banda en 589 nm estd asociada al anillo B, por lo que la disminucién de la longitud de onda
indica que la molécula modificé su estructura en esta zona. El comportamiento del colorante
purificado nuevamente es el mismo que el reportado para el complejo commelinina aislado de la

Commelina communis®® (Tabla 10).
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6 Discusion de resultados

Espectro 6. UV-vis Colorante purificado (Concentracién: 0.27 mg/mL)

& el A

in
an .0 @ . BCNN-DIV 200 .0

Espectro 7. UV-vis Comparacion Colorante purificado + HCI (Analisis cualitativo)

Tabla 10. Valores tedricos y experimentales del colorante azul en UV-vis.

Colorante azul (nm) Commelinina (nm)
Commelina dianthifolia Delile Commelina communis®®
neutro 1% HCl neutro 1% HCl
643 - 643 -
589 528 591 528
315 318 316 317
273 274 273 274
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6 Discusion de resultados

El espectro DC (200-300 nm) mostré efectos Cotton de signo positivo y negativo, este
espectro es similar en valores y apariencia al espectro DC del complejo de commelinina en esta
zona del espectro® Y88 (Espectro 8). Por tanto, el efecto Cotton del colorante azul obtenido indica
que las moléculas presente se asocian quiralmente, sugiriendo un efecto de co-pigmentacion entre
antocianinas y flavonas®®. Como el espectro de DC no abarca todas las longitudes de onda del
espectro visible, no es posible asegurar el signo de las bandas en la zona 300-700 nm, sin embargo,
la presencia de un efecto Cotton en la zona de 200-300 nm sugiere que el apilamiento entre las

antocianinas tiene un giro hacia la izquierda®’.

Espectro 8. DC Colorante azul “purificado” (Referencia: agua; Temperatura ambiente
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6 Discusion de resultados

En HPLC, el colorante se analizd bajo las mismas condiciones que el extracto crudo. El
Cromatograma 3 a 533 nm muestra 2 compuestos principales, el tiempo de retencion y el espectro
UV de cada pico cromatografico son los mismos que aparecen en el cromatograma del extracto
crudo. El Cromatograma 4 a 380 nm difiere del cromatograma del extracto crudo a 380 nm ya que
s6lo se aprecian 4 compuestos mayoritarios, cuyos datos cromatograficos son se presentan en la

Tabla 11.

Cromatograma 3. Colorante azul “purificado” (533 nm)

18.223

5 B B By By By B
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00

Minutes
——— SarmmpleName COM6-2; Vial 1; Injection 2; Channel W2996 ; Date Acquired 11/02/2015 11:52:37 a.m.

Peak Results
Name RT Area | % Area| Int Type | Processed Channel Descr.
1 18.223 | 456554 | 12.72 | bb PDA 533.0 nm
2 20.373 | 3131757 | 87.28 | bb PDA 533.0 nm

Match Plot

0.020
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AU
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Cromatograma 4. Colorante azul “purificado” (380 nm)

L
o n7e
isoezav)

I I I T
15.00 20.00 25.00 30.00
Minutes

——— SampleName COM6-2; Vial 1; Injection 2; Channel W2996 ; Date Acquired 11/02/2015 11:52:37 a.m.

| [ ! [ !
0.00 5.00 10.00

Peak Results

Name | RT Area | % Area | Int Type | Processed Channel Descr.
1 1.428 7751 1.37 | BB PDA 380.0 nm
2 1.878 | 11495 2.03 | BV PDA 380.0 nm
3 2.016 | 53251 9.42| VB PDA 380.0 nm
4 8.375| 295134 | 52.21 | BB PDA 380.0 nm
5 17.931 | 56853 10.06 | BB PDA 380.0 nm
6 20.395 | 140767 | 24.90 | BB PDA 380.0 nm
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Match Plot
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Tabla 11. Datos cromatograficos separaciéon por HPLC del extracto crudo a 380 nm

No. Pico retzrclﬁ')l;o (ifin) Area (%) A UV-vis (nm)
3 2.01 9.42 281
4 8.38 52.21 271y 327
5 17.94 10.06 270y 337
6 20.40 24.90 278 y 533

El pico 3 corresponde a un compuesto altamente polar y por la apariencia del espectro UV-
vis (baja intensidad de absorcién) el compuesto no presenta una coloracion intensa, descartando asi
que sea una flavona o antocianina. Los picos 4 y 5, por el contrario, sus espectros UV-vis muestran

que éstos pueden ser flavonas y el pico 6 una antocianina.

Para complementar el analisis del colorante azul purificado, se obtuvo el espectro de RMN
de 'H (500 MHz, D20), sin embargo, la complejidad de la muestra no permiti6 la distincién de
patrén alguno para una antocianina o flavona (Espectro 9). El desplazamiento quimico de las
sefiales que si logran distinguirse estdn localizadas entre 8-6 ppm, caracteristicas para protones
aromaticos; sefiales en 6-4 ppm para protones de moléculas de azicar (protones alifiticos cercanos
a elementos de alta densidad electrénica y protones de alcoholes primarios y secundarios) y una

sefial intensa producida por moléculas de agua en 4.8 ppm.
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Espectro 9. RMN-'H Colorante azul “purificado” (500 MHz, D20)
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En el Espectro 10 de RMN-'H empleando como disolvente DMSO-ds y el Espectro 11 de

RMN-'H empleando como disolvente DMSO-ds + D20, por el contrario, se observaron las sefiales

que coinciden para una flavona glicosidada, la cual se encontré también en la muestra CC-2, y que

resulta ser la flavocommelina (el andlisis para la elucidacién de esta flavona se discute en la

Subcapitulo 6.3.2 Compuesto CC-2).

Espectro 10. RMN-'H Colorante azul “purificado” (300 MHz, DMSO-ds)
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Espectro 11. RMN-'H Colorante azul “purificado” (300 MHz, DMSO-ds + D20)
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Se realizé también el andlisis de RMN de 'H empleando como disolvente CDsOD + TFA
(Espectro 12), a diferencia de los espectros anteriores, en este espectro se observaron las sefiales
caracteristicas de una antocianina glicosidada hallada también en la muestra CC-8, la cual es
identificada como la malonilawobanina (el andlisis para la elucidaciéon de esta antocianina se

discute en la seccién 6.3.3 Compuestos en CC-8).

Espectro 12. RMN-'H Colorante azul “purificado” (300 MHz, CD3OD + TFA)
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En espectroscopia de masas, empleando la técnica de Ionizacion por Electro-spray en modo
negativo, MeOH: H>O (1:1) (Espectro 13), se encontré como i6n molecular el pico en (m/z)
887.7463 y picos minoritarios en (m/z) 873.75, 855.76, 843.81, 829.97, 811.83, 642.02 y 606.10.
En esta prueba se esperaba obtener picos de mayor valor de m/z y que correspondieran con los
fragmentos multicargados reportados para el complejo de commelinina’. Empleando la misma
técnica, pero cambiando la mezcla de disolventes a EtOH:H20 (1:1), se tuvieron los mismos picos
mas otros en (m/z) 901.95, 801.87 y 787.87 (Espectro 14). De estos valores, el pico en (m/z)
873.73 es igual a la masa molecular del éster metilico de la malonilawobanina. El espectro
realizado con la técnica de Impacto electrénico presenté picos m/z en 345 y 367, los cuales no

proporcionan informacion trascendental (Espectro 15).

Espectro 13. ESI(-)-EM Colorante azul “purificado” (MeOH:H-0, 1:1)

Acquisition Parameter
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Espectro 14. ESI(-)-EM Colorante azul “purificado” (EtOH:H20, 1:1)

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Capillary 3200V Set Dry Heater 180 °C
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Espectro 15. IE-EM Colorante azul “purificado”

Comment
x10°

Experiment Title: -
Creation Parameters: Average(MS[1] Time:0.47..0.49)

Acq. Data Name: 2606 COM4-2

: MC Esquivel Baldomero
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Finalmente, se realiz6 a la muestra un analisis elemental mediante la deteccién de Rayos-X

caracteristicos (EDS). Se mandaron dos muestras del colorante purificado (COM3-2 y COM4-2)

para observar si existia alguna diferencia; ambos presentaron en la imagen SEM una morfologia

plana, laminar quebradiza y ya no se distinguieron particulas pequefias superficiales de gran

contraste (Imagen 48 y 49). La composicién elemental quimica global también cambidé en

comparacién con la muestra del extracto crudo (Espectro 16); la proporcién de los elementos

presentes Mg:Ca:K:S es 2:2:1:1, confirmando que el colorante purificado tenia magnesio en alta

proporcion, componente indispensable en los complejos de metalo-antocianinas.
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Espectro 16. SEM-EDS Colorante azul “purificado”

Element k-ratio ZAF  Atom X Element WL X Err.

(calc,) Wt X (1-Sigea)
0 K 0,2583 3,067 88,59 79,22 /= 1,28
Ca~K 0,061 1,167 3.44 7.71 +/= 0,18
P K 0.0038 1.516 0.33 0.53 +/- 0,10
Na—K 0.0002 4.418 0.06 0.08 +/- 0,20
Mg-K 0,0207 2.845 4,34 5.9 /= 0,22
Si~K 00,0000 1.685 0,00 0,00 /= 0,00
K 0.0348 1.168 1.86 4,07 +/- 0,13
ZrK 0.0000 1,508 0.00 0.00 +/= 0,00
S K 0.0186 1,318 1.37 2.45 +/= 0,11
Cl-K 0,0000 1,292 0,00 0,00 +/= 0,00
Total 100,00 100,00

6.3 Separacién del colorante “purificado”

A través de los diferentes andlisis realizados al colorante “purificado” y al extracto crudo, es
altamente probable que el colorante es una metalo-antocianina, y para identificar los flavonoides
que la integran se realiz6 una separacion en columna empleando silica gel Cig y una fase movil
ligeramente acida, H20-2% HCl:MeOH (1:1), para garantizar la disociaciéon del complejo de la

metalo-antocianina durante el proceso. De esta separacion se analizaron 3 muestras:

6.3.1 Muestra CC-1

La fraccidon recolectada mostré en CCD una mancha color marréon. El espectro UV-vis
muestra Unicamente un maximo de absorcion definido en 207 nm (Espectro 17), aunque también

es posible distinguir otra banda muy ancha aproximadamente en 380 nm.
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Espectro 17. UV-vis Muestra CC-1 (Analisis cualitativo; Referencia: agua)
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En espectroscopia de infrarrojo (Espectro 18), se observaron las bandas caracteristicas para
los siguientes grupos funcionales: hidroxilos (3237 y 1134 cm™), hidrocarburos alifiticos (2952

cm) y arométicos (1636, 1438, 779, 524 cm™! y sobretonos) y carbonilo (1720 cm™).

Espectro 18. FT-IR Muestra CC-1 (Técnica: pelicula)

LR 3c o ot S 1300 o “a
Wavronsvlier co t
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En espectrometria de masas empleando la técnica de Anadlisis Directo en Tiempo Real
(DART), el espectro mostré un patrén de fragmentacion propio de aztcares por las pérdidas
consecutivas de 18 unidades de m/z: 163, 145, 127 y 109. El pico base estd en (m/z) 127 y no es
posible asignar el pico del ién molecular. Por lo tanto, esta muestra contiene esencialmente a

moléculas de azucar (Espectro 19).

Espectro 19. DART-MS Muestra CC-1

Experiment Title: - Acq. Data Name: 653 CC1 Experiment Date/Time: 2/24/2015 11:59:16 AM
Creation Parameters: Average(MS[1] Time:0.93..0.96)
Comment: MC Esquivel Baldomero
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6.3.2 Compuesto CC-2

Esta muestra color marrdn, tras ser aplicada en una CCD y revelarse con éleum + calor, se
observo la presencia de una mancha color amarillo muy brillante en la placa. La poca cantidad de

muestra (9 mg) limité en anélisis Unicamente a 'H-RMN; en el espectro de esta muestra se encontrd
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un solo compuesto con seflales propias para un glicésido de flavona. Se observaron sefiales en la
region ~7 ppm de protones de tipo aromadtico y sefiales entre 5.5-4.0 ppm de protones alifaticos
cercanos a grupos desprotectores, en esta zona aparecen los protones alifaticos de los aztcares. La
peculiaridad de este espectro radicé en que algunas sefiales se duplican, este fendmeno es propio de
C-glicdsidos y se le conoce como isomerismo rotacional®. La flavocommelina es el nombre que se le
dio a la flavona aislada del complejo de commelina, la 7-O-metil 6-C,4’-O-bis-B-p-glucosil

apigenina’! (Figura 27).
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Figura 27. Estructura de la flavocommelina (Compuesto CC-2)7! 8,

En el Espectro 20 se observa una seflal que se encuentra muy desplazada a campo bajo,
13.43 (13.40) ppm, es un singulete que pertenece a un protén muy desprotegido, este protén
corresponde al hidroxilo del C5, cuya desproteccién es causada por varios factores: el enlace con un
oxigeno, la cercania a un anillo aromético y a un grupo carbonilo y la formacién de un enlace de
hidrégeno. La sefial se tomé como referencia de integracién para un protén. En 8.09 y 7.21 ppm se
encontraron dos dobles con una constante de acoplamiento de 8.5 Hz que integran cada una a dos
protones, estas sefiales corresponden a un sistema AAXX’ para un anillo aromadtico para sustituido,
dicho sistema se encuentra en el anillo B de la flavona. Posteriormente, se observaron una simple
en 6.99 (6.97) ppm y otra en 6.89 (6.88) ppm, estas sefiales son las inicas que restan en la zona de

protones aromaticos, su multiplicidad indica que no estdn acopladas con otros protones, por lo que
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una de estas seflales debe de estar en la posiciéon C3 y la otra en el anillo A (el anillo A, por tanto,

debe tener las demads posiciones sustituidas), ambas sefiales integran a un protdn respectivamente.

Espectro 20. RMN-'H Compuesto CC-2 (400 MHz, DMSO-ds)

H3' H5' (d)

H2' H6' (d) H H
7.21

8.09

—7.22
~7.19

—~13.43 g
— ~13.40 &
.
_ _-6.99
—-6.97
%Js 89
- ™-6.88

1.00{

T T 1 T T T T T T T T T

13.5 13.4 13.3 13.2 83 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8

7.7 7
1H (ppm)

En 5.04 ppm se observa un doblete con una J=6.9 Hz y en 4.60 (4.58) ppm hay otra sefial
doble con una J=9.3 Hz ambas integran a un protén, en esta zona regularmente se presentan las
sefiales para los protones anoméricos, por lo que se deduce que la molécula tiene dos unidades de
azucar. En 3.90 (3.87) ppm aparece un singulete intenso que integra a 3H, el desplazamiento,

multiplicidad e integracién sugieren que pertenece a los protones de un grupo metilo (Espectro 21).

Se comparan los resultados experimentales con los reportados en los estudios hechos al
colorante aislado de Commelina communis y se encuentra que el compuesto corresponde a la

flavona hallada en el complejo de commelinina, la flavocommelina®. En la Tabla 11 se muestran las

asignaciones de las sefiales del compuesto:
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Espectro 21. RMN-'H Compuesto CC-2 (400 MHz, DMSO-ds)
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Tabla 11. Asignacién de las sefiales del espectro para el compuesto CC-2.

Posicién  multiplicidad 8 (ppm) J (Hz) Integracion
OH-5 S 13.43, 13.40 - 1H
H2'/HE d 8.09 8.5 2H
H3/H5 d 7.21 8.4 2H
H3 S 6.99, 6.97 - 1H
HS8 S 6.89, 6.88 - 1H
H1™” d 5.04 6.9 1H
H1” d 4.60, 4.58 9.3 1H
H2" ¢ 418,3.99  9.1,9.2 1H
dd 3.70 10.8, 2.8 1H
H6”
m 3.29 - 1H
H3” m 3.22 - -
H5” m 3.12 - -
H4” m 3.07 - -
OCH3 S 3.90, 3.87 - 3H
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6.3.3 Compuestos en CC-8

El aspecto de esta muestra es de un sélido amorfo color magenta. En placa de CCD de Cis se
observé un compuesto mayoritario con R.f 0.37. En el espectro de FT-IR (Espectro 22) de la

muestra, se observaron las bandas de absorcién para los siguientes grupos funcionales (Tabla 12):

Espectro 22. FT-IR Compuestos en CC-8 (Técnica: Pelicula MeOH)

23 56
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Tabla 12. Principales bandas de absorcién del espectro de infrarrojo de la muestra CC-8.

Frecuencia (cm)

Grupo funcional

Tipo de vibracion

3073

549

1286

1067
831, 833y 623

1635, 1604, 1446 y
1403

1701

1167

Alcohol/
Aromatico

Alcohol
Alcohol (fenol)
Alcohol (secundario)

Aromatico
Aromatico
Carbonilo de éster

Eter aromatico

estiramiento enlace O-H
estiramiento enlace &-H

torsion enlace O-H
estiramiento enlace C-OH
estiramiento enlace C-OH

torsion fuera del plano enlace ©-H
sobretonos enlace &-H

estiramiento enlace C=0

estiramiento simétrico y
asimétrico enlace (C=C)-O-R

Se obtuvo el espectro UV-vis (Espectro 23), en donde se observan tres maximos de absorcion

en 536, 290 y 211 nm. La banda en 290 nm presenta un pequefio “hombro”. El perfil del espectro

concuerda para el esperado por las antocianinas y los valores en espectro de FT-IR sugieren que es

una antocianina glicosidada.

Espectro 23. UV-vis Compuestos CC-8 (Analisis cualitativo; Referencia: MeOH).

iz

sz
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En el espectro de 'H-RMN obtenido de la muestra CC-8 se aprecia que estd conformado por
una mezcla de compuestos (Espectro 24). Las sefiales alrededor de 7 ppm corresponden a protones
de tipo aromatico y las sefiales entre 5-4 ppm corresponden a los protones alifaticos desplazados a

campo alto por algtin grupo desprotector, estas sefiales son caracteristicas de los protones de azucar.

Espectro 24. RMN-'H Compuestos en CC-8 (400 MHz, CD30OD + TFA)
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Se observaron tres sefiales simples desplazadas a campo bajo (8.89, 8.86 y 8.85 ppm), y
asumiendo que la muestra contiene antocianinas, por los valores de las bandas de absorcién en el
espectro de UV, estas sefiales deben de corresponder al protén del C-4 de una antocianina, teniendo
por tanto un total de tres antocianinas en la muestra. Al tratarse de una mezcla, los compuestos se
encuentran en diferente proporcidn, por lo que se toma la integracion de la primera sefial (8.89
ppm) como referencia de 1H; las sefiales restantes (8.86 y 8.85 ppm) integran a 2H y 1H cada una,
por lo que la relacién de las antocianinas es de 1:2:1. En el espectro correspondiente a la muestra

CC-8, se enmarcan en cuadros de diferente color las sefiales de los protones con la misma posicién

en el nucleo flavonoide para cada antocianina.
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La seflal mds desplazada a campo bajo (8.89 ppm) es un singulete que integra a 1H, por lo
que el protén que produce esta sefial debe de estar cercano a grupos/sistemas desprotectores. Esta
posiciéon desprotegida, como ya se menciond, se sitia en el C4, ya que este carbono estd
participando en un sistema que presenta resonancia entre el heterociclo y el anillo A de la
antocianina, esta sefial se toma como referencia de integracion para las sefiales restantes del
espectro. La sefial en 7.77 ppm es un singulete de alta intensidad y que se encuentra traslapado con
otros dos singuletes, ambos en 7.76 ppm de las otras antocianinas y en conjunto estas sefiales
integran a 8H; por lo que estas sefiales corresponden a los protones de un anillo aromatico de un
sistema A2, en donde la simetria en la molécula provoca que los protones sean quimicamente
equivalentes y produzcan una sefial simple, este sistema se presenta en el anillo B del ntcleo
flavonoide. En la zona 7.40-7.30 ppm se encontraron tres sefiales dobles, su integracion
corresponde a la relacién 1:2:1 para dar un total de 4H y la constante de acoplamiento (J) es de
15.9 Hz en cada una; esta misma constante de acoplamiento se presenta en tres dobletes ubicados
en zona de 6.30-6.20 ppm y que también integran a cuatro protones, por tanto, el sistema
corresponde a protones vinilicos, la magnitud de la constante de acoplamiento nos indica que estos
protones estan en una posicidn trans (el rango tipico suele encontrarse entre 14-19 Hz). En 7.28
ppm se encuentra un doblete con una constante de 8.6 Hz que integra a 2H y que tiene su
contraparte en 6.76 ppm con la misma constante de acoplamiento e integracion; el desplazamiento
de ambas sefiales son caracteristicas para protones aromaticos, la multiplicidad, integracién y
constante de acoplamiento son caracteristicos de un sistema AAXX de un anillo bencénico 1-4
disustituido. Este sistema se repite en 7.22 ppm y en 6.71 ppm, cada sefal integra a 6H, lo que
concuerda con la proporcién de las dos antocianinas restantes. Sefiales de los protones vinilicos y
un anillo aromadtico para sustituido indican la presencia de un grupo cumaril que respalda el
carbonilo en 1701 cm™ en el espectro de FT-IR. En 7.00-6.97 ppm se encuentran tres sefiales dobles
con una constante de acoplamiento de 2.0, 2.1 y 2.1 Hz respectivamente, y que integran a cuatro
protones, en la regiéon de 6.92-6.89 ppm se encuentran otras tres sefiales con las mismas
caracteristicas. El desplazamiento quimico indica que se encuentran en la zona de los protones de
tipo aromatico; la multiplicidad y el valor de la constante de acoplamiento indican que para cada
anillo hay dos protones y que éstos se encuentran en posicion meta. Estos protones corresponden al

anillo A de la antocianina.
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En las zonas de 5.45-5.42 ppm se encuentran tres dobletes que integran a cuatro protones y
con una constante de acoplamiento de 7.8 Hz cada uno, en la zona 6-20-6.18 ppm se observan
sefiales pero no es posible hacer una integracién ni calcular su constante de acoplamiento debido a
la sefial del disolvente; el desplazamiento quimico de estas seflales se encuentra en la regiéon que
caracteriza a los protones del carbono anomérico en los azucares, por lo tanto, se deduce que la
molécula contiene dos unidades de azucar enlazadas al nicleo flavonoide. Entre 4.5-3.5 ppm se
encontraron diversas sefiales en donde la multiplicidad y la integraciéon no estan definidas en su
mayoria. Finalmente se observa un singulete en 3.67 ppm, caracteristica de un metilo de un éster y

otra sefial simple en 3.35 ppm que corresponde a un metileno de un grupo malonato (Espectro 25).

Espectro 25. RMN-'H Compuestos en CC-8 (400 MHz, CD30OD + TFA)
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Se hizo una busqueda de los desplazamientos quimicos para antocianinas diglicosidadas y se
encontrd que coinciden con los desplazamientos quimicos de la awobanina, la malonilawobanina y

el éster metilico de la malonilawobanina®® ¥ 7°, El compuesto mayoritario en la muestra es por tanto
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la malonil awobanina, es probable que las dos antocianinas restantes (awobanina y el éster de la
malonilawobanina) hayan sido producidas durante el desarrollo de la columna con disolventes
acidos (MeOH-1% HCI) debido al caracter 1abil del grupo malonil. A continuacién, se muestran las
estructuras quimicas de estas antocianinas y una tabla con las asignaciones para cada compuesto

(Figura 28 y Tabla 13).

OH
3 OH
2 Xy
HO 8 o. 1"I 5"
NIRRT N TN
OH 9 2 6
o Vol ! bty OH
-
X R i | o 314
A2 /|,O ] /
HO 5 2 P Vi A\
o s o HO / 3 I \OH H 2\
\T’H y 0\1“0*5/6 1I=6/
oA\ Ny
a==y
H B H H A H O\9”/ \
\ H
o)
Awobanina

Férmula quimica C34H37,0 9"
Peso molecular 773.67

Malonil awobanina
Férmula quimica C39H390,,*
Peso molecular 859.71

OH
3 OH
O,
o 2 4
noon o
Ol B .1\0 R N N IS\OH
H Il | I H H OH
10 3
!16\\ o 87 T | o s—a’
HO” ‘T’/z (IZJ HO/2\3//I4\ 2 \5“
Py OH
HO |3 g ; 0\1‘O$5/6 H >=6/
H | /
H B H I \ a==y
H A" O—g’
N

Ester metilico malonil awobanina
Férmula quimica C4H, ;0,5
Peso molecular 873.74

Figura 28. Estructuras quimicas, peso molecular y férmula quimica de la awobanina,

malonilawobanina y el éster metilico de la malonilawobanina®.
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Tabla 13. Asignaciones de las tres antocianinas en la muestra CC-8 en 'H-RMN.

Muestra CC-8 (400 MHz, CDsOD+TFA)

Awobanina Malonil awobanina Ester malonil awobanina
Posicién & (ppm) m J (Hz) 8 (ppm) m J (Hz) 8 (ppm) m J (Hz)
H4 8.89 s - 8.86 s - 8.85 s -
H2 /HE  7.77 s - 7.76 s - 7.76 s -
Hp 7.35 d 15.9 7.37 d 15.9 7.37 d 15.9
H2” /H6”  7.28 d 8.6 7.22 d 8.5 7.22 d 8.6
H6 6.97 d 2.0 6.99 d 2.1 6.99 d 2.1
H8 6.89 d 1.2 6.91 d 2.0 6.91 d 2.2
H3”/H5”  6.76 d 8.6 6.71 d 8.7 6.71 d 8.7
Ha 6.23 d 15.9 6.25 d 15.9 6.26 d 15.9
H1B 5.45 d 7.8 5.45 d 7.8 5.42 d 7.8
H1A 5.18 d 8.0 5.19 d 8.0 5.19 d 8.0
H6aA  4.52 dd ffé 4.48 dd ffé 4.53 dd 4,12
H6bA 450  dd % 447 dd 2 424 dd ff;r
H6aB 3.98 dd 74,19  4.53 dd 2,11 4.51 dd 3,11.3
H6bB 373 dd > 421 dd ) 447 dd o
HSA 396  ddd % 396  ddd 3,811 39 m i
H5B 3.60 t 9.5 3.79 m - 3.79 m -
H4A 3.53 m - 3.49 t 9.3 3.53 m -
H4B 3.45 m - 3.45 m - 3.50 m -
H3A 3.64 m - 3.62 t 9.0 3.64 m -
H3B 3.59 t 9.5 3.56 t 9.1 - m -
H2A 3.79 dd 8,9.5 3.79 m - 3.82 m -
H2B 3.77 dd 8,9.5 3.79 m - 3.80 m -
2” . . . 3.35 s . 3.35 s -
OCHs - - - - - - 3.67 s -
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Por otra parte, el espectro de carbono la muestra CC-8 nicamente muestra las sefiales de
un compuesto, las cuales al ser comparadas con en la literatura cientifica, corresponden a la
awobanina® (Figura , Espectro 26 y 27). En el espectro tinicamente se encuentra una sefial de
carbonilo en 169.1 ppm y no se observan sefiales de carbonos -CHs, las cuales se encuentran
regularmente entre 60-50 ppm, la ausencia de estas sefiales descarta que el espectro corresponda a

la malonilawobanina y/o al éster metilico de la malonil awobanina (Tabla 14).

Espectro 26. RMN-3C Compuesto CC-8 (400 MHz, CD3;0D)
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Espectro 27. RMN-3C Compuesto CC-8 (400 MHz, CDs0D)
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Espectro 28. Experimentos DEPT 90 y 135
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Tabla 14. Asignaciones del compuesto presente en la muestra CC-8 en RMN-13C

Posicion 13C (ppm) DEPT 90 DEPT 135 Posicién '3C (ppm) DEPT 90 DEPT 135

Cc7 169.2 - - C10 113.0 - -
C=0 169.1 - - C2’' co’ 112.9 positivo positivo
Cc2 163.9 - - C6 106.0 positivo positivo
c4” 161.3 - - C1B 102.9 positivo positivo
Cc9 156.8 - - Cl1A 102.2 positivo positivo
G5 156.4 - - C8 97.2 positivo positivo
C3¥ CY 147.6 - - C3A 78.1 positivo positivo
Ca 146.9 positivo positivo C3B 77.7 positivo positivo
C3 146.2 - - C5B 76.0 positivo positivo
c4 145.8 - - C5A 75.5 positivo positivo
C4 133.9 - - C2B 74.3 positivo positivo
C6” C2” 131.4 positivo positivo C2A 74.3 positivo positivo
C1” 126.7 - - C4A 72.3 positivo positivo
Ccr 119.2 - - C4B 71.0 positivo positivo
C3” C5” 116.7 positivo positivo C6B 65.1 - negativo
Cp 114.8 positivo positivo C6A 64.6 - negativo

La presencia de estas tres antocianinas se corrobora en el espectro de masas bajo la técnica
ESI en modo positivo (Espectro 29). El pico en m/z 773.2 corresponde a la masa molecular de la
awobanina; el pico en m/z 859.2 es para la malonilawobanina y el pico en m/z 873.2 corresponde a
la masa molecular del éster metilico de la malonilawobanina®. De estos tres picos, el de mayor
abundancia es para la malonilawobanina y el minoritario es para la awobanina, esta informacién
concuerda con lo observado en el espectro de 'H-RMN. Posiblemente el pico en m/z 919.5
corresponda a la antocianina violanina, la cual fue encontrada y caracterizada en la especie

Commelina communis®°.
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Espectro 29. ESI(+)-EM Compuestos CC-8 (MeOH).

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Capillary 4200V Set Dry Heater 180 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 5000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Waste
Intens. +MS, 1.7-2.3min #(103-139)
2000
190 1051.811898
1000
500 Lh
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 miz
Intens. +MS, 1.7-2.3min #(103-139)
800+
600
850.203743
400+ 773.204870
919.482657
200-1 827.210757
T T L T T T J T T T ll T 1 T T I.l T ll T T 1 T T Ll T T T
750 775 800 825 850 875 900 925 950 g75 m/z

Como observaciones finales, se relaciona los componentes y compuestos identificados en
este fraccionamiento del colorante azul “purificado” (aztcares, flavocommelina, awobanina,
malonilawobanina y el éster metilico de la malonilawobanina) con los picos del Cromatograma 3

(380 nm), cuya muestra pertenece también al colorante azul “purificado”.

Los primeros picos del cromatograma corresponden a la primera fraccion colectada columna
(fracciéon CC-1), los valores del as bandas de absorcidn de sus espectros de UV-vis son similares y el
espectro de masas por la técnica DART (Espectro 19) posee el perfil de azicares, por lo tanto, los
primeros picos del cromatograma (#1 al #3) corresponden a moléculas de azucar. El primer
compuesto mayoritario (pico #4 en 8.37 min), produce un espectro de UV-vis con bandas de

absorcidn en 271 y 327 nm caracteristicos de una flavona, la muestra CC-2 presenta a simple vista
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un color amarillo, por lo que al no encontrarse otro compuesto mayoritario con espectro de UV-vis
similar, este pico corresponde a la flavocommelina. Asi también, un compuesto mayoritario en el
pico #6 en 20.40 min y que presenta un espectro UV-vis con bandas de absorcién principales en
278 y 532 nm caracteristicas de una antocianina, se relaciona con la fraccién CC-8 que contiene a la

malonilawobanina y cuyo espectro UV-vis presenta valores similares (Tabla 15).

Tabla 15. Comparacion de los compuestos mayoritarios en el Cromatograma 3 con los componentes

obtenidos del fraccionamiento del colorante azul “purificado.

.y Componente UV-ViS fraccién No. pico en Tiempo UV-ViS crom
Fraccion . . ..
identificado (nm) Cromatograma 3  retencion (nm)
CC-1 Azucares 207y 380 1,2y3 1'4’210'8 Y o281 (pico #3)
CC-2 Flavocommelina - 4 8.37 271y 327
Malonilawobanina
(awobanina y 211,290y
CC-8 éster de la 36 6 20.40 278 y 532
malonilawobanina)

6.3 Fracciones moradas: Compuesto CA-Al

Como se mencion6 en la Seccién 4.7, se logré aislar 3.5 mg de un compuesto en la muestra
denominada como CA-Al. En el espectro de infrarrojo se observan bandas de absorcion
caracteristicas de los grupos funcionales caracteristicas de un compuesto de tipo flavonoide y
especialmente se observa una banda muy intensa en 1701 cm, lo que indica que hay una fuerte
presencia de grupos carbonilo en la muestra (Espectro 30). En Tabla 16 se encuentran las
asignaciones de las frecuencias de las bandas de absorcién principales y al tipo de vibracién del

enlace al que pertenecen.

128



6 Discusion de resultados

Espectro 30. FT-IR Compuesto CA-A1 (Técnica: Pelicula MeOH)
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Tabla 16. Principales grupos funcionales presentes en el espectro de FT-IR de la muestra CA-Al.

Frecuencia (cm)

Grupo funcional

Tipo de vibracion

>3000

2954

518
1202
1167

804y 617

2000-1600
(sobretonos)

1701

1167

Alcohol/
Aromatico

Alcano (sp?)

Alcohol
Alcohol (fenol)
Alcohol (secundario)

Aromatico
Aromatico
Carbonilo de éster

Eter aromatico

estiramiento enlace O-H
estiramiento enlace &-H

estiramiento asimétrico enlace H-C-H

torsion enlace O-H
estiramiento enlace C-OH
estiramiento enlace C-OH

torsién fuera del plano enlace ®-H
sobretonos enlace ®-H

estiramiento enlace C=0

estiramiento simétrico y
asimétrico enlace (C=C)-O-R

129



6 Discusion de resultados

En el espectro de RMN -'H (400 MHz, CD3OD+TFA) se aprecia que la muestra contiene un
compuesto mayoritario y cuyo perfil espectroscopico es propio de una antocianina (Espectro
31-33). Se observan sefiales de protones aromaticos entre 9-6 ppm y sefiales de protones alifatcos
con base de oxigeno entre 5.5-3.5 ppm, las cuales pertenecen a los protones de un azucar. Los
valores de desplazamiento quimico, multiplicidad, constante de acoplamiento e integracién del
compuesto en la muestra CA-Al son los mismos que el compuesto presente en la muestra CC-8 y

concuerdan con los valores de la antocianina awobanina®°.

Es importante mencionar que en el espectro de CA-Al no se aprecia un singulete entre ~3.4
ppm (Espectro 33), caracteristica de los protones de un grupo malonil cuya integracion
corresponderia a dos protones. De igual forma, no se aprecian sefales simples entre ~2.2 ppm de
grupos acetil y cuya integracidn corresponderia a 3H. Por lo tanto, la molécula no pude ser ni la
malonilawobanina ni el éster metilico de la malonilawobanina o algtin derivado acetilado en un las

unidades de azucar.

Espectro 31. Compuesto CA-A1 (400 MHz, CD3OD + TFA)
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Espectro 32. Compuesto CA-A1l (400 MHz, CD30D + TFA)
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Espectro 33. Compuesto CA-Al (400 MHz, CD30D + TFA)
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En la Tabla 17 se muestran las asignaciones para el compuesto CA-Al y los datos reportados

para la antocianina Awobanina®.

Tabla 17. Asignaciones del compuesto CA-Al y los reportados para la Awobanina

Muestra CA-A1l Awobanina (tedrico??)

Posicion S (ppm) m J (Hz) I o) m J I
H4 8.90 S - 1H 8.84 S - 1H
H2'/HE’ 7.77 S - 2H 7.68 S - 2H
Hp 7.38 d 15.9 1H 7.35 d 16 1H
H2”/H6" 7.30 d 8.5 2H 7.25 d 8.5 2H
H6 7.00 d 1.9 1H 6.94 d 2 1H
HS8 6.90 d 1.7 1H 6.83 d 2 1H
H3”/H5” 6.76 d 8.5 2H 6.73 d 8.5 2H
Hq 6.24 d 15.9 1H 6.22 d 16 1H
H1A 5.41 d 7.8 1H 5.48 d 8 1H
H1B 5.14 d 7.8 1H 5.17 d 8 1H
H6aA 4.48 4.50 dd 3,12 1H

m - 2H

H6bA 4.47 4.48 dd 7,12 1H
H6aB 398 dd 1,3 1H 399 dd 2,11 1H
H5A 395 ddd > 1H 393 ddd 3,795 1H
H2A 3.78 dd 8,9.5 1H 3.81 dd 8,9.5 1H
H2B 3.74 dd 8,9.5 1H 3.76 dd 8,9.5 1H
H6bB 3.71 m - 1H 3.73 dd 511 1H
H3A 3.62 t 7.1 1H 3.64 t 9.5 1H
H5B 357 ddd o0 1 361 ddd 35795 1H
H3B 3.55 t 6.4 1H 3.58 t 9.5 1H
H4A 3.53 t 9.5 1H 3.53 t 9.5 1H
H4B 3.42 t 9.5 1H 3.45 t 9.5 1H
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Finalmente, se realizd a la muestra un analisis de espectrometria de masas bajo la técnica de
electrospray (ESI-EM) en modo positivo. En esta técnica, los fragmentos obtenidos son los cationes
mads estables (m/z): 827.2, 773.2 y 665.1. Se observd que el pico que caracteriza a la awobanina
estd presente en m/z 773.2, sin embargo, se aprecian otros picos, los cuales corresponden a los
iones moleculares de otros compuestos. Se sugiere que el pico de m/z 827.2 corresponde a un
derivado de la pelargonidina, 3-O-(6-O-p-cumaril-B-p-glucésido)-5-O(6-O-malonil-p-p-glucosil)
pelargonidina, cuya estructura asemeja a la malonilawobanina salvo el patrén de sustitucion en el

anillo B de un solo hidroxilo en la posicién C4’ (Figura 29)

Espectro 34. ESI(+)-EM Compuesto CA-Al (Disolvente: MeOH)
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Figura 29. Derivado de la pelargonidina, la estructura asemeja a la

malonilawobanina salvo el patrén de hidroxilacién del anillo B.

Algo importante por mencionar, es que una de las fracciones moradas de la separacién por

permeacién en gel, presento la reconstruccién del colorante azul. Esto sucedié cuando la fraccion

no se concentr6 inmediatamente durante el progreso de la columna y se almacend en el
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refrigerador para preservar el contenido de ésta. La baja temperatura del refrigerador provocd que
la disolucion se congelara, lo peculiar de esta situacién fue que en la parte central del vial se
reconstruyé el colorante azul (Imagen 52). Al descongelarse la fraccién, ésta volvié a su color
violeta original. Una hipétesis para explicar este fendmeno es que, conforme el agua se va
congelando en las paredes del vial, la concentracién del liquido atn sin congelar va aumentando,
permitiendo que los compuestos se encuentren mas cercanos entre si, y por tanto, facilitando las

interacciones intermoleculares y reconstruir, bajo estas condiciones, un complejo azul.

Imagen 52. Vial que present? la

reconstruccién de un complejo azul al

ser congelado.

6.4 Fracciones amarillas: Compuesto V14

Para este compuesto amarillo se reunié la cantidad suficiente para realizar los diferentes
analisis espectroscépicos y espectrométricos. Primeramente se analizé el espectro de infrarrojo
empleando la técnica de ATR (Espectro 35). En la Tabla 18 se muestra las asignaciones de las
bandas de absorcién de los diferentes grupos funcionales y el tipo de vibracién a la que
corresponden. Nuevamente, los grupos funcionales identificados en el espectro caracterizan a los
compuestos de tipo flavonoide y por la presencia de las bandas de alcoholes alifaticos, es muy

probable que la molécula tenga azicares en su estructura.
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Espectro 35. FT-IR Compuesto V14 (Técnica: ATR)
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Tabla 18. Asignaciones de las bandas de absorcién del compuesto V14 en el espectro de IR.

Frecuejlma Grupo funcional Tipo de vibracion
(cm™)
Alcohol/ estiramiento enlace O-H
3246 L. . .
Aromatico estiramiento enlace ©-H
2920 Alqueno (metileno) . .
2851 Alqueno (metilo) estiramiento asimétrico enlace H-C-H
2000-1600 Aromatico sobretonos enlace &-H
1652 Carbonilo de cetona estiramiento enlace C=0
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1597, 1564,

1486 y 1445 Aromatico estiramiento enlace C=C
. . estiramiento simétrico y
1244 vy 1072 Eter (aromatico) asimétrico enlace (C=C)-O-R
1203 Alcohol (fenol) estiramiento enlace C-OH
1177 Alcohol (secundario) estiramiento enlace C-OH
831 Aromdtico (disustitucicn torsion fuera del plano enlace ©-H
para)
577 Alcohol torsién enlace O-H

Se tomo el punto de fusidon del compuesto aislado y se encontrd que éste comenzoé a fundir a
185°C, pero no lo hizo por completo, y a 210 °C comenzé su descomposicion. En el espectro UV-vis
(Espectro 36) se observo que los valores en la longitud de onda se encuentran con frecuencia en
compuestos flavonoides tipo flavonas o flavonoles; estos valores son similares al compuesto de

flavocommelitina reportado por Takeda y aislado de Commelina communis”! (Figura 30).

Espectro 36. UV-vis Compuesto V14 (Referencia: MeOH)
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2I/3'\4I/OH
4 OH | (N
TR T N e
Ve
3|'-T..m1"/ N
H ||-| (|)H !

Flavocommelitina
Férmula quimica C,,H,,04q
Peso molecular 446.12

Figura 30. Estructura quimica de la flavocommelitina (Compuesto V14)7!,

En el espectro de RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) como un primer acercamiento hacia su
analisis, se observd que hay protones que tienen un cardcter aromatico por encontrarse en la zona
~7 ppm, se encontraron también protones de tipo alifatico en la regién entre 5-4 ppm, los cuales
han sido desplazados a mayores ppm (campo bajo) debido a una desproteccién por grupos vecinos
con una alta densidad electrénica, en esta zona aparecen las sefiales de protones de unidades de
azucar (Espectro 37 y 38). De forma simultdnea, se revisé el espectro de 'H-RMN (400 MHz)
empleando como disolventes DMSO+D-0, el agua deuterada permiti6é distinguir las sefiales que
realizan un rdpido intercambio de protén/deuterio en un grupo hidroxilo (Espectro 39 y 40). De
manera similar al compuesto encontrado en la muestra CC-2, la molécula presenté isomeria

rotacional, por lo que algunas sefiales se encuentran duplicadas.

En 13.50 ppm se observan dos sefiales singuletes y que desaparecen en el espectro con agua
deuterada, el desplazamiento a campo bajo sugiere que estos protones se encuentran muy
desprotegidos, el protéon que cumple dichas caracteristicas es el del grupo hidroxilo unido al
carbono 5 en una flavona/flavonol; este proton, ademds de estar enlazado a un oxigeno, tiene
cercano un grupo carbonilo, favoreciendo que el protén forme un enlace de hidrégeno muy estable
con el oxigeno del carbonilo, dando como resultado que el protdn esté muy desprotegido
desplazando su sefial a campo bajo y que su intercambio con un protén del disolvente sea

desfavorable. A esta sefial se le asigna como referencia de integraciéon de 1H. En 10.39 ppm se
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encuentra una sefial ancha que desaparece al agregarle D20, la sefial corresponde a un hidroxilo de

un fenol.

Posteriormente, se observan dos sefiales dobles en 7.98 y 6.93 ppm con una misma
constante J=8.9 Hz y que integran a 2 protones cada una; el desplazamiento alrededor de 7 ppm
nos indica que dichos protones son de tipo aromdtico y que estdn acoplados en un sistema AAXX’;
con base en las estructuras mas comunes de los flavonoides, este sistema se presenta en el anillo B.
Asi también, se observan 4 singuletes entre 7-6.5 ppm y que en su totalidad integran a 2 protones,
al ser sefiales simples, los protones no estan acoplados con ningun otro protdén, por lo tanto, una de
estas seflales pertenece al protén de la posicion C3 que debe tener una doble ligadura con C2

(flavona) y la otra a un protén en el anillo A (el tnico protén del anillo).

Espectro 37. RMN-'H Compuesto V14 (400 MHz, DMSO-ds)
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Espectro 38. RMN-'H Compuesto V14 (400 MHz, DMSO-ds)
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Las siguientes sefiales se observan entre 5-3 ppm, region en donde generalmente aparecen
las sefiales de los protones alifaticos de los azucares. Se aprecian sefiales muiltiples en 4.84 ppm
(2H), 4.58 ppm (1H) y 4.42 ppm (1H) que desaparecen con agua deuterada, las cuales pertenecen

a los cuatro protones de los grupos hidroxilo del aztcar.

Finalmente, hay una sefial simple en 3.90 (3.87) ppm que integra a tres protones, la cual
corresponde a un grupo metilo, y por su desplazamiento a campo mds bajo del habitual se
encuentra unido a un grupo desprotector, por lo tanto, la sefial corresponde a un metoxilo unido a

un anillo aromatico (Anillo A).
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Espectro 39. RMN-'H Compuesto V14 (400 MHz, DMSO-ds + D20).
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Espectro 40. RMN-'H Compuesto V14 (400 MHz, DMSO-ds+ D20)
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A continuacion, se presenta la Tabla 19 con la asignacidon de las sefiales de la molécula

encontrada en la fraccién V14.

Tabla 19. Asignaciones de las sefiales del compuesto en la fracciéon V14 en 'H-RMN (500 MHz).

(DMSO-ds) (DMSO-ds+D>0)
Posicion 5 (ppm) m J (Hz) I 3 m J I
13.49 13.46
OH-5 13.47  ° ; 1H 1325 ° ) )
OH-4 1039 s ; 1H ] ; ] ]
H2 782 d 8.8 oH 7.95 d 8.8 oH
H6
H3’
ot 6.93 d 8.8 oH 6.93 d 8.9 oH
6.87 6.83
H3 6.84 ° ; 1H 6.82 s
oH
6.85 6.82
H8 6.83 s ; 1H 6.80 s
, 4.58
H1 460 m 1H iay d 9.9 1H
., 4.18 9.2, 5.4 414
H2 308 U 9354 I 308 ° 8.7 1H
369  dd 1;';" 1H 367 4 111 1H
H6,7
3.44 m - 1H 336  dd 161'14’ 1H
H3" 318 m ; 317 m ]
oH oH
H5” 314 m - 313 m ;
H4” 3.08 m - 1H 308 m ; 1H
3.90 3.87
OCHs; 3.87 S - 3H 3.84 S - 3H
OH 484 s ) oH ; ) ) oH
OH 459 s - 1H ; - ] 1H
OH 4.42 | 5.6 1H ; ; ; 1H
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Debido al comportamiento de la molécula como rotdmero, el protéon anomérico H1”
presenta dos sefiales dobles, el protén H2” presenta dos sefiales triples (dos tripletes), los protones
del grupo metoxilo presentan dos sefiales simples en 3.89 y 3.86 ppm; los protones del carbono 6”
son diasterotdpicos, es decir que no son equivalentes quimicamente y por lo que son distinguibles
en RMN y cada uno presenta una seiial doble en 3.68 y 3.35 ppm, duplicadas nuevamente por la
rotacién de la molécula. Finalmente, en 3.17-3.14 ppm se encuentra una sefial multiple que integra

a 3 protones, estos protones corresponden a H5”, H4” y H3".

El isomerismo rotacional se define como un fendmeno de rotacién en un enlace sencillo en
una molécula. Los rotdmeros resultan cuando la rotacién es obstaculizada por una barrera de
energia rotacional®'. En el caso las flavonas C-glucésidas, el impedimento estérico es el efecto
dominante. Tales compuestos presentan una duplicacién de las sefiales en los espectros de 'H-RMN
y 13C-RMN a temperatura ambiente, la barrera de energia rotacional provoca que la molécula pueda
encontrarse en una u otra conformacién, en RMN esto puede ser perceptible ya que los protones de
de cada conformacion presentan un ambiente quimico diferente produciendo asi espectros

diferentes®3.

Para confirmar que el Compuesto V14 (flavocommelitina) presenta el efecto de isomerismo
rotacional, se obtuvieron espectros de 'H-RMN a varias temperaturas: 20, 30, 40 y 50 °C (Espectro
41). En el espectro a 20°C, se observan dos sefiales simples y afinadas del OH en la posicién 5 en
13.4 9 y 13.47 ppm, y conforme aumenta la temperatura, las sefiales se van acercando hasta
colapsar como una simple y ancha en 13.44 ppm a 50 °C; lo mismo se observa para las sefiales del
grupo metilo OCHz en 3.90 y 3.87 ppm, y para los protones de los azucares (4.8 - 4.0 ppm). Asi
también, las sefiales duplicadas para H3 y H8 en 20°C tienen mismo comportamiento al aumentar
la temperatura; sin embargo, a 40 °C las sefiales de H3 y HS8 presentan casi el mismo
desplazamiento quimico, produciendo una aparente sefial simple ancha en 6.82 ppm; a 50 °C las
sefiales de H3 y H8 ya se encuentran resueltas en el espectro produciendo cada protén un singulete
en 6.81 y 6.80 ppm. Por lo tanto, el aumento de temperatura provoca que la barrera de energia
rotacional se supere favoreciendo el libre movimiento del enlace C-C en la molécula de
flavocommelitina, y por ende, que la duplicacién de las sefiales desaparezca al tenerse tinicamente

un ambiente quimico para todas las moléculas.
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Espectro 41. RMN-'H Variacién de la temperatura en el Compuesto V14 (300 MHz, DMSO-ds)
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El espectro de '3C contiene un total de 36 sefiales para una molécula con 22 carbonos,
nuevamente el efecto de rotacion del enlace C-glucdsido provoca que algunas sefiales se dupliquen
(espectro 42 y 43). Se observa esta duplicacién de sefiales es mds evidente en los carbonos mads

cercanos al enlace C-glucésidico (carbonos del anillo A y C)(Tabla 20).

En la regién de 185-150 ppm tenemos a los carbonos mds desprotegidos (6 carbonos), en
donde la sefial mds desplazada a campo alto 182.2/181.9 ppm corresponde al carbono del
carbonilo de la cetona, las siguientes sefiales corresponden a carbonos aromadticos que ademas
tienen unido un grupo con una gran densidad electrénica como un hidroxilo, metoxilo; para el caso
de C2, es un carbono vinilico que tiene unido un anillo aromatico que provoca una desproteccién y

desplazamiento a campo bajo.
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Espectro 42. RMN-13C Compuesto V14 (126 MHz, DMSO-ds)
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En la regién 130-90 ppm se encuentran los carbonos aromaéticos o de dobles enlaces. La
simetria en el anillo B de la flavona permite que los carbonos 2, 6’ y 3’, 5’ sean quimicamente
equivalentes, en el espectro se observan dos seflales mds intensas en comparacién con el resto de
las demds y cuya integraciéon es para 2C. En la regién de 80-50 ppm, caracteristica de los carbonos

que tienen unido un oxigeno mediante un enlace sencillo, se encuentran los carbonos del azticar y

el carbono del grupo metoxilo.
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Espectro 43. RMN-13C Compuesto V14 (126 MHz, DMSO-ds)
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Tabla 20. Asignaciones de las sefiales del compuesto en la fracciéon V14

Posicion 8 (ppm) Posicion 8 (ppm)
2 164.9 - 3 116.0
3 103.1 103.1 4 161.3
4 182.2 181.9 5' 116.0
5 156.8 156.7 6’ 128.5
6 109.7 109.7 1”7 72.8 72.6
7 163.9 163.7 27 70.3 69.6
8 91.0 90.1 3” 79.1 79.0
9 160.3 159.5 47 70.9 70.8
10 104.6 104.1 5” 81.8 81.7
N 121.0 - 6” 61.7
2’ 128.5 - 7-OMe 56.5 56.2
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La asignacién de las sefiales en los espectros de protéon y carbono se confirma con el
experimento HMBC (Espectro 44-46). En este experimento bidimensional heteronuclear se
correlacionan los acoplamientos carbono/hidrégeno a 2 y 3 enlaces de distancia. Con ayuda de este
experimento se asigna el enlace C-glucosidico al C6 del esqueleto flavonoide, ya que el protén
anomérico del azucar (H1”) presenta acoplamiento a dos enlaces de distancia con C6 y a tres
enlaces de distancia con C5 y C7, estos acoplamientos se muestran en las ampliaciones de los
Espectros 45 y 46. En la Tabla 21 se resumen los acoplamientos observados en el experimento

HMBC.

Espectro 44. RMN-HMBC Compuesto V14 Ampliacién (DMSO-ds)
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Espectro 45. RMN-HMBC Compuesto V14 Ampliaciéon (DMSO-ds)
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Espectro 46. RMN-HMBC Compuesto V14 Ampliaciéon (DMSO-ds)
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Tabla 21. Acoplamientos heteronucleares en el experimento HMBC a 2 y 3 enlaces de distancia.

Posicion H Posicion C Posicion C Posicion H Posicion C  Posicion C

(3Juc) (3Juc) (®Juc) (3Juc)

3 2,4 10, I’ 3" 27,4 1"
5 5 6,10 4 3, 57 :
8 7,9 6, 10 5" 4,6 :
2 3 2,4,6 6” 5” 4”
3 2,4 1,5 0-Me : 7
5 4,6 1,3 OH-2” : 1"
6’ 5 2,2, 4 OH-6” 6" -
1”7 6, 2” 57,57, 3”

Con base en el andlisis espectroscopico y las referencias consultadas la estructura quimica

de la molécula propuesta como flavocommelitina es un 6-C-glucésido de la 7-O-metilapigenina, o

también conocida como swertisina®2.

En espectrometria de masas se empled como técnica de andlisis FAB en modo positivo (Fast

Atomic Bombard positive mode). Es posible distinguir el pico en m/z 447 que corresponde al i6n

molecular protonado [M+H]*, cabe mencionar que los espectros de masas de las flavonas

raramente producen un ion molecular observable®® (Espectro 47 y 48).
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Espectro 47. FAB(+)-EM Compuesto V14 (Matriz: alcohol nitrobencilico)
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Espectro 48. FAB(+)-EM Compuesto V14 (Ampliacién; Matriz: alcohol nitrobencilico)
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En los C-glicésidos, la molécula de aztcar esta fuertemente unida al ntcleo flavonoide
mediante un enlace C-C, dicho enlace produce una fragmentacién particular en la unidad de
azucar?® (Figura 31), en donde el enlace C-O del anillo es el mds susceptible a romperse por la
presencia de un heterodtomo®. El pico base del espectro es usualmente el fragmento de la aglicona
con un grupo CH>* remanente de la unidad de aztcar original (pérdida de 150 unidades), el 4&tomo
de hidrégeno adicional proviene de un grupo hidroxilo adyacente del azticar*. En el espectro de
masas de la flavocommelitina se aprecia la pérdida de 150 unidades del ién [M+H]* en m/z 297, el

cual posteriormente se protona para dar el i6n m/z 299.

0.IX: [M+H-150]

02X [M+H-120]
aglicona 0.3X: [M+H-90]

04X: [M=H-60]

X 15X: [MH-134]

02x

Figura 31. Fragmentacion caracteristicas del anillo de un C-glicdsido®*¥ 9>,
La molécula flavocommelitina también se puede fragmentar mediante el mismo proceso
observado para otras flavonas agliconas a través de la Ruta I y Ruta II (Figura 32). Sin embargo, los

fragmentos generados por estas rupturas no se aprecian con claridad en el espectro de masas*.

OH

o o oH
~° (\O | O Ruta I - )
o
5 - >
= ’ e No w
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m/z 297
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o ] ° "
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—_—
) 'S R #°
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OH

Figura 32 . Principales fragmentaciones de las flavonas agliconas**.
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Las pérdidas de una, dos y tres moléculas de agua es un proceso de fragmentacién tipico
para sistemas alifaticos polihidroxilados, tal como el que ocurre en las unidades de los C-azticares®.
Para la flavocommelitina la posicién C7 del ntcleo flavonoide tiene un grupo metoxilo, por lo que
la pérdida de una molécula de agua sélo correspondera al hidroxilo de la posicién C5 (Figura 33).
En la Tabla 22 se muestran los principales picos (m/z) del espectro, la magnitud del fragmento

perdido y su procedencia.

—H*+

Figura 33. Pérdida de una molécula de agua que involucra al protén en la posicién 2” y el

hidroxilo en la posicién 5y 7 de una aglicona®®.

Tabla 22. Asignaciones a las principales fragmentaciones en FAB (+)- EM.

Pico (m/2) Fragmento Procedencia

s 280y a07 Mo -
299 [M+H]*-148 0IX++ 2H
297 [M+H]*-150 0.1X++ H
313 [M+H]*-134 LSX+
327 [M+H]*-120 0.2+
368 [M]*-60-18 04X+ - 2 H20
369 [M+H]*-60-18 04X +- H20
381 [M+H]*-30-36 23X+ - 2 H,0
383 [M+H]*-30-36+2  23X* -2 H,0 +
397 [M]*-31-18 (-OCH3) - H20
411 [M+H]*-18-18 -2H0
412 [M+H]*-18-18+1 -2HO0 + H
430 [M+H]*-18+1 -HO0+ H
447 [M+H]* -
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También se empled la técnica ESI (+) para analizar la muestra V14 (Espectro 49). En él se
encontrd el pico en m/z 447.1, que corresponde a la flavocommelina protonada [M+H]*; otro pico
en m/z 469.1 (pico base), el cual corresponde a [M+Na]™*; y encontramos otro pico en m/z 915.2,

el cual pudiera corresponder a dos moléculas de flavocommelitina mas un ién sodio [2M+Na]*.

Espectro 48. ESI(+)-MS Compuesto V14 (Disolvente: MeOH)

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Active Set Capillary 4200 V Set Dry Heater 180 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset -500 vV Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 3000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Waste
Intens. | +MS, 1.3-1.9min #{79-112)
¥10°
1.54
1.01 469115058
0.57 915.231340
0.0 T e - —— - - - -
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
Intens. +MS, 1.3-1.9min #(79-112)
x10°
1.254
1007 460.115058
0.75]
0.501
0.25
- 1 357213655 413275017 447.134467 . 537.397655
s Tars "a0 T a5 a0 475 500 "s25 850 miz

153



6 Discusion de resultados

6.6 Datos espectroscopicos y espectrométricos.

Finalmente, se resumen las propiedades espectroscépicas y espectrométricas de los
compuestos identificados en el estudio del colorante azul extraido de un ejemplar de Commelina

dianthifolia Delile.

Compuesto CC-2 (Flavocommelina): Sélido amorfo color dmbar; 'H-RMN (400 MHz,
DMSO-ds): & 13.43 (s, 0.5H, OH-5), 13.40 (s, 0.5H, OH-5), 8.09 (d, J=8.5, 2H, H-2’ y H-6"), 7.21
(d, J=8.5, 2H, H-3’ y H-5"), 6.99 (s, 0.5H, H-3), 6.97 (s, 0.5H, H-3), 6.89 (s, 0.5H, H-8), 6.88 (s,
0.5H, H-8), 5.04 (d, J=6.9, 1H, H1™), 4.61 (d, J=9.4, 0.5H, H-1"), 4.58 (d, J=9.4, 0.5H, H-1"),
4.18 (t, J=9.1, 0.5H, H-2"), 3.99 (t, J=9.2, 0.5H, H-2"), 3.90 (s, 1.5H, OCH3s), 3.87 (s, 1.5H,
OCHs), 3.70 (dd, J=10.8, 2.8, 1H, H-6”), 3.5-3.3 (m, 5H), 3.3 (m, 1H, H6”), 3.2 (m, 1H, H3"),
3.1-3.0 (m, 2H, H5” y H4").

Compuesto CC-8.1 (Awobanina): So6lido amorfo color magenta; 'H-RMN (400 MHz,
CDsOD + TFA): § 8.89 (s, 1H, H-4), 7.77 (s, 2H, H-2' y H-6"), 7.35 (d, J=15.9 Hz, 1H, H-p), 7.28
(d, J=8.6 Hz, 2H, H-2” y H-6"), 6.97 (d, J=2.0 Hz, 1H, H-6), 6.89(d, J=1.2 Hz, 1H, H-8), 6.76 (d,
J=8.6 Hz, 2H, H-3” y H-5"), 6.23 (d, J=15.9 Hz, 1H, H-a), 5.45 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-1B), 5.18 (d,
J=8.0 Hz, 1H, H-1A), 4.52 (dd, J=11.8, 2.9 Hz, 1H, H-6aA), 4.50 (dd, J=13.1, 7.8 Hz, 1H,
H-6bB), 3.98(dd, J=13.1, 7.4 Hz, 1H, H-6aA), 3.96 (ddd, J=11.5, 8, 3 Hz, 1H, H-5A), 3.79 (dd,
J=8, 9.5 Hz, 1H, H-2A), 3.77 (dd, J=8, 9.5 Hz, 1H, H-2B), 3.73 (dd, J=5.3, 11.3 Hz, 1H, H-6bB),
3.64 (m, H-3A), 3.60 (t, J=9.5 Hz, 1H, H-5B), 3.59 (t, J=9.5 Hz, 1H, H-3B), 3.53 (m, H-4A), 3.45
(m, H-4B); 13C-RMN (126 MHz, CD30D): § 169.2 (C-7), 169.1 (C-97), 163.9 (C-2), 161.3 (C-47),
156.8 (C-9), 156.5 (C-5), 147.7 (C-3’, C-5%), 146.9 (C-77), 146.2 (C-3), 145.8 (C-4), 133.9 (C-4),
131.4 (C-2”, C-6”), 126.8 (C-17), 119.8 (C-1"), 116.7 (C-3”, C-57), 114.8 (C-8”), 113.0 (C-10),
112.9 (C-2’, C-6"), 106.0 (C-6), 102.9 (C-1B), 102.2 (C-1A), 97.2 (C-8), 78.11 (C-3A), 77.7 (C-3B),
76.0 (C-5B), 75.5 (C-5A), 74.8 (C-2A), 74.3 (C-2B), 72.3 (C-4A), 71.0 (C-4B), 65.1 (C-6B), 64.6
(C-6A); DEPT 135: § 147.7, 133.9, 131.4, 116.7, 114.8, 112.9, 106.0, 102.9, 102.2, 97.2, 78.11,
77.7, 75.5, 74.8, 74.3, 72.3, 71.0; DEPT 90 § 147.7, 133.9, 131.4, 116.7, 114.8, 112.9, 106.0,
102.9, 102.2, 97.2, 78.11, 77.7, 75.5, 74.8, 74.3, 72.3, 71.0, 65.1(negativo), 64.6(negativo);
ESI(+)-EM m/z: 773.2 [M+H]"*.

Compuesto CC-8.2 (Malonil awobanina): Sélido amorfo color magenta; 'H-RMN (400
MHz, CDsOD + TFA): § 8.86 (s, 1H, H-4), 7.76 (s, 2H, H-2' y H-6"), 7.37 (d, J=15.9 Hz, 1H, H-p),
7.22 (d, J=8.5 Hz, 2H, H-2” y H-6"), 6.99 (d, J=2.1 Hz, 1H, H-6), 6.91 (d, J=2.0 Hz, 1H, H-8),
6.71 (d, J=8.7 Hz, 2H, H-3” y H-5"), 6.25 (d, J=15.9 Hz, 1H, H-a), 5.45 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-1B),
5.19 (d, J=8.0 Hz, 1H, H-1A), 4.48 (dd, J=11.3, 4.6 Hz, 1H, H-6aA), 4.47 (dd, J=11.5, 7.5, Hz,
1H, H-6bA), 4.53 (dd, J=11, 2 Hz, 1H, H-6aB), 4.21 (dd, J=5.7, 11.2 Hz, 1H, H-6bB), 3.96 (ddd,
J=11, 8, 3 Hz, 1H, H-5A), 3.79 (m, H-2A), 3.77 (m, H-2B), 3.62 (t, J=9.0 Hz, H-3A), 3.79 (m,
H-5B), 3.56 (t, J=9.1 Hz, 1H, H-3B), 3.49 (t, J=9.3 Hz, H-4A), 3.45 (m, H-4B); ESI(+)-EM m/z:
859.2 [M+H]".
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Compuesto CC-8.3 (Ester de malonil awobanina): S6lido amorfo color magenta; 'H-RMN
(400 MHz, CDsOD + TFA): & 8.85 (s, 1H, H-4), 7.76 (s, 2H, H-2' y H-6"), 7.37 (d, J=15.9 Hz, 1H,
H-B), 7.22 (d, J=8.6 Hz, 2H, H-2” y H-6”), 6.99 (d, J=2.1 Hz, 1H, H-6), 6.91 (d, J=2.2 Hz, 1H,
H-8), 6.71 (d, J=8.7 Hz, 2H, H-3” y H-5”), 6.26 (d, J=15.9 Hz, 1H, H-a), 5.42 (d, J=7.8 Hz, 1H,
H-1A), 5.19 (d, J=8.0 Hz, 1H, H-1B), 4.53 (dd, J=12, 4 Hz, 1H, H-6aA), 4.24 (dd, J=11.4, 5.6 Hz,
1H, H-6bA), 4.51 (dd, J=11.3, 3 Hz, 1H, H-6aB), 4.47 (dd, J=12.8, 8.8 Hz, 1H, H-6bB), 3.96 (m,
1H, H-5A), 3.82 (m, H-2A), 3.80 (m, H-2B), 3.64 (m, H-3A), 3.56 (t, J=9.1 Hz, 1H, H-3B), 3.53
(m, H-4A), 3.50 (m, H-4B); ESI(+)-EM m/z: 873.2 [M+H]".

Compuesto CA-A1 (Awobanina): 'H-RMN (400 MHz, CDsOD + TFA) & 8.90 (s, 1H, H-4),
7.77 (s, 2H, H-2' y H-6"), 7.38 (d, J=15.9 Hz, 1H, H-B), 7.30 (d, J=8.5 Hz, 2H, H-2’ y H-6), 6.90
(d, J=1.7 Hz, 1H, H-8), 6.76 (d, J=8.5 Hz, 2H, H-3” y H-57), 6.24 (d, J=15.9 Hz, 1H, H-a), 5.41
(d, J=7.8 Hz, 1H, H-1B), 5.14 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-1A), 4.48 (m, 1H, H-6aA), 4.47 (m, 1H,
H-6BA), 3.98 (dd, J=3, 1 Hz, 1H, H-6BB), 3.95 (ddd, J=3.3, 3.0, 1.7 Hz, 1H, H-5A), 3.78 (dd,
J=9.5, 8 Hz, 1H, H-2A), 3.74 (dd, J=9.5, 8 Hz, 1H, H-2B), 3.71 (m, 1H, H-6bB), 3.62 (t, J=7.1
Hz, 1H, H-3A), 3.57 (ddd, J=9.5, 7.0, 3.5 Hz, 1H, H-5B), 3.55 (t, J=6.4 Hz, 1H, H3B), 3.53 (t,
J=9.5 Hz, 1H, H-4A), 3.42 (t,J=9.5 Hz, 1H, H-4B); ESI(+)-EM m/z 773.2 [M+H] ™.

Compuesto V14 (Flavocommelitina): Sélido amorfo color amarillo; 'H-RMN (500 MHz,
DMSO-ds): & 13.50 (s, 0.5H, OH-5), 13.49 (s, 0.5H, OH-5), 7.98 (d, J=8.9 Hz, 2H, H-2’ y H-6"),
6.93 (d, J=8.9 Hz, 2H, H-3’ y H-5"), 6.87 (s, 0.5H, H-3), 6.86 (s, 0.5H, H-3), 6.85 (s, 0.5H, H-8),
6.84 (s, 0.5H, H-8), 4.85 (s, 1H, OH), 4.60 (d, J=9.4 Hz, 0.5H, H-1”), 4.57 (d, J=9.5 Hz, 0.5H,
H-1"), 4.43 (s, 1H, OH), 4.18 (t, J=9.3 Hz, 0.5H, H-2"), 3.99 (t, J=8.6 Hz, 0.5H, H-2"), 3.90 (s,
1.5H, OCHs), 3.87 (s, 1.5H, OCHs), 3.69 (d, J=12.2 Hz, 1H, H-6"); 'H-RMN (500 MHz, DMSO-ds
+D20) 3§ 7.97 (d, J=9.0 Hz, 2H, H-2’ y H-6"), 6.94 (d, J=8.9 Hz, 2H, H-3’ y H-5"), 6.84 (s, 1H,
H-3), 6.83 (s, 0.5H, H-8), 6.83 (s, 0.5H, H-8), 4.59 (d, J=9.9 Hz, 0.5H, H-1"), 4.57 (d, J=9.8 Hz,
0.5H, H-1"), 4.15 (t, J=9.9 Hz, 0.5H, H-2"), 3.98 (t, J=9.6 Hz, 0.5H, H-2"), 3.89 (s, 1.5H, OCHs),
3.86 (s, 1.5H, OCHs), 3.68 (d, J=10.5 Hz, 1H, H-6), 3.35 (d, J=11.9, 6.7 Hz, 1H, H-6"), 3.17 (m,
3H, H-3”, H-4” y H-5”); 3C-RMN (126 MHz, DMSO-ds): & 182.2/181.9(C-4), 164.9 (C-2),
163.9/163.7 (C-7), 161.3 (C-4’), 160.3/159.5 (C-9), 156.8/156.7 (C-5), 128.7 (C-2’, C-6"), 121.1
(C-19), 116.1 (C-3°, C-57), 109.8/109.7 (C-6), 104.6/104.1 (C-10), 103.1 (C-3), 91.0/90.1 (C-8),
81.8/81.7 (C-5"), 79.1/79.0 (C-3”), 72.8/72.6 (C-1"), 70.9/70.8 (C-4"), 70.3/69.6 (C-2”), 61.7
(C-6"), 56.6/56.4 (OCH3); HMBC : H-3— C-2, C-4, C-10 y C-1’; OH-5— C-5, C-6 y C-10; H-8—C-7,
C-9, C-6 y C-10; H-2’—C-3, C-2, C-4' y C-6’; H-3’—=C-2’, C-4’, C-1’y C-5; H-5—=C-4, C-6/, C-1'y
C-3’; H-6'—C-5, C-2, C-2’ y C-4’; H-1"—C-6, C-2”, C-5, C-7, C-5” y C-3”; H3"—C-2”, C-4” y C-17;
H4”—C-3” y C-5”; H-5"—C-4” y C-6”; H6"—C 5” y C-4”; OCH3—C-7; OH-2"—C-1"; OH-6"—C-6";
FAB(+) m/z: 447 [M+H]*; ESI(+)-EM m/z: 447 [M+H]™*, 469 [M+Na]*; UV-vis A (nm) 214, 272
y 334.
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6 Discusion de resultados

6.7 Fibra tefiida

Con el objetivo de observar el comportamiento del colorante sobre un sustrato celuldsico, se
realizo el teflido de ésta sobre fibras de algodéon mordentado. Como resultado se observé que el
color azul permanecié estable. El espectro de infrarrojo (Espectro 50) permitié ver las bandas
caracteristicas de la fibra de algodon: grupos hidroxilo e hidrocarburos saturados; la banda
caracteristica del alumbre, KAI(SO4)2, en 1713 cm'; y las bandas del colorante (compuestos
flavonoides): hidroxilo (3268 cm™), aromatico (1603, 1507, 1369, 1338, 722 y 607 cm’!), y éter

unido a un grupo aromatico (1240 cm).

Espectro 50. FT-IR Fibra de algodén mordentada y tefiida (Técnica: ATR)
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El andlisis por deteccidén de rayos-X caracteristicos, revelé la presencia de los elementos:
potasio, magnesio, calcio, aluminio, azufre, cloro y sodio (Imdgenes 50 y 51; Espectros 51 y 52). De
estos elementos, el Al, Ky S pertenecen al alumbre, mientras que el Na y Ca pueden estar formado

sales con el cloro y finalmente se tiene la presencia del magnesio perteneciente al colorante.
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6 Discusion de resultados

Espectro 51. SEM-EDS Fibra de algodén mordentada y tefiida

Elesert k-ratioc DF feom X Elemers W X Err,

{calc.) W X (I-Slgn)
0 K 0.3506 2.447 R85 5.0 o/= 2,33
Cax 0.0221 1,186 1.13 262 /- 0,26
P X 0,0003 1,478 0,02 0,4 +/- 0,18
Ha¥ 0,0035 4,656 1.24 1.65 /= 0,48
Mg 0.0019 3.034 0.4 0.5 /= Q.30
S 0,001 16% 015 o0 o= 022
K X 00852 1,174 87 6.48 /- 0,32
2rK 0,0000 1,534 0,00 0,00 +/= 0,00
§ 0.0099 1,283 K] 1.2% /= 0,20
Cl 0.0106 1,263 065 1.33 o/ 022
Total 100,00 100,00

sa3gON

Espectro 52. SEM-EDS Fibra de algodén mordentada y tefiida (Zona puntual).

Element k-ratio € Ftom X Elesent. Wt X Err.
[

calc.} Kt X (1-Sigma)
0% 0235 34641 9.3 0,00 o/~ 1,61
Ca¥ 0,010 1239 0.78 1,74 +/- 0,15
P 00000 1.3 0.00 0.0 +/= 0,00
Nakl 00000 4,250 0.0 0,00 /= 0,00
Mg¥ 00031 296 068 0,9 o= 0,27
St 00000 152 0,00 0,0 +/= 0,00
K- 0,120% 1.15% 6.82 14,77 /- 0.26
Zr-k 00000 1831 0.0 0,00 /= 0,00
$= 00010 1,254 0,07 0,13 /= 0,12
Cl-% 00149 1218 0,93 1,82 +/- 0,15
AlX 00029 2,17 042 062 +/- 0,20
Toral 100,00 100,00
1300,
¢
-
v
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-
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6 Discusion de resultados

6.8 Comentarios para el estudio del colorante en patrimonio cultural

Como se ha visto en este estudio, el colorante azul de Commelina dianthifolia Delile, esta
conformado por compuestos de tipo flavonoide y cationes metélicos, los cuales en conjunto forman
un complejo de coordinaciéon conocido como metalo-antocianina; las interacciones entre las
moléculas de este complejo constituyen un mecanismo de estabilizacién que le confiere al colorante

un azul brillante.

Sin embargo, el colorante resulta ser muy susceptible a la degradacién, principalmente en
contacto con la luz y la humedad. Una explicacién a este facil proceso de degradacion del color
puede ser justificado con base en su composicién quimica. Al estar compuesto principalmente por
antocianinas, la presencia de moléculas de agua favorece una reaccién de hidrataciéon, la cual
producira posteriormente la descomposicién de las antocianinas para producir, en el caso mas
simple, aldehidos y acidos fendlicos. Es por esta razén que, muchos textiles y bocetos que fueron
tefiidos o pintados con este colorante, el color azul original se ha degradado hasta un color
verdusco o grisaceo. Por lo tanto, es recomendable que aquellos objetos que contengan a este
colorante sean preservados en condiciones de poca o nula humedad y alejados de la luz. No hay
que olvidar que el colorante esta conformado por un componente colorido amarillo, el cual contiene
esencialmente flavonas, las cuales son quimicamente madas estables a degradarse que las
antocianinas, y por ello son mas resistentes ante los daflos ocasionados por el medio ambiente y el
tiempo. No es de sorprenderse que, aquellos objetos en los cuales fue utilizado el colorante matlalli
pudiesen mostrar una tonalidad amarillenta en donde originalmente se habia aplicado un color

azul.

Debido a la gran solubilidad del colorante en agua, es probable que su empleo haya sido
principalmente en sustratos celulésicos (como fibras de algodén o papel), los cuales tienen una
gran afinidad por compuestos muy polares; se ha observado que en laminas de papel y en
condiciones de escasa humedad, el colorante logra una muy buena conservaciéon. El uso del
colorante para teiiir prendas de vestir llega a verse limitado, ya que el color es facilmente lavable y
se decolora al estar expuesto a la luz; es por ello que, posiblemente las prendas tefiidas con este

colorante hayan sido elaboradas para ser exhibidas como ornato.
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6 Discusion de resultados

La identificacién del colorante matlalli en objetos de patrimonio cultural se ve acotado a un
analisis invasivo (toma de una muestra), a la eleccion de un método adecuado de extraccion del
colorante de su soporte y el empleo de técnicas analiticas que aporten resultados satisfactorios.
Debido al caracter orgdnico del colorante, la técnica analitica mas factible para su andlisis es la
Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia con detectores de UV-vis acoplado a un Espectrémetro
de Masas por Electrospray (HPLC/UV-vis - EM/ESI); sin olvidar que es necesario contar con una

cantidad suficiente de muestra para realizar los andlisis.

Como perspectivas a futuro en el estudio del colorante azul matlalli, se recomienda
complementar el trabajo con la identificacién y caracterizacién de los compuestos restantes en el
colorante, los cuales en su mayoria pudieran ser moléculas de aztcares y flavonoides (antocianinas
y flavonas). También, se propone realizar este mismo estudio en otras especies de commelina para
hacer una comparaciéon entre los perfiles quimicos de estas especies y concluir si hay o no

diferencia entre los compuestos quimicos de cada especie.

Ademas, se sugiere estudiar el colorante sobre diversos soportes (fibras vegetales, fibras
animales, sales minerales) o con la incorporacion de materiales aglutinantes (aceites, huevo, lacas,
resinas, etc.) con el fin de registrar los cambios producidos en el colorante por la presencia de otros
materiales frente a un proceso de envejecimiento controlado. Estos cambios pueden comprender:

una modificacién en el color, la degradacién del colorante, y/o la estabilidad fisica de la muestra.

La informacién que se recabe en estos estudios propuestos conformara los patrones de
referencia que permitan, en primer plano, identificar al colorante y su fuente natural; y en un
segundo plano, sugerir las posibles condiciones ambientales o artificiales a las cuales fue sometida
la muestra a través de la comparacién de los compuestos presentes en la muestra con los

compuestos patron.
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Capitulo

7 Conclusiones

En este proyecto se llevo a cabo el estudio del colorante azul extraido de las flores de un
ejemplar de Commelina dianthifolia Delile. El colorante era conocido como matlalli en el México

antiguo y era empleado para teiiir fibras y dar color a diversos objetos.

En el extracto crudo se encontraron dos componentes colorantes principales: uno color azul
ultramar (el colorante azul “purificado”) y otro color amarillo brillante. El colorante azul
s ” . . . .

purificado” presenta las mismas propiedades fisicoquimicas que el colorante azul encontrado en
especies de Commelina communis, el cual es un complejo de coordinacién entre moléculas organicas

y cationes metalicos (metalo-antocianina), el cual fue nombrado como commelinina.

Se observé que el colorante azul tiene un comportamiento “inusual” en comparacidon con
otros colorantes de naturaleza flavonoide. Se encontrd que éste es muy susceptible a la degradacion
en presencia de humedad, luz y calor; y que es altamente soluble en agua pero insoluble en otros
disolventes organicos. En disolucién acuosa, el colorante cambia de coloracién con respecto al pH:
a rojo en disoluciones muy acidas (el colorante permanece estable) y a verde en disoluciones

basicas (el colorante se degrada hasta volverse color marrén).

Para identificar los constituyentes de esta metalo-antocianina fue necesario realizar la
disociacion del complejo de coordinacién. El colorante azul estd compuesto por antocianinas,
flavonas, azucares y cationes metalicos. La antocianina que forma a este complejo es la
malonilawobanina; la flavona que participa como co-pigmento es la flavocommelitina; y el catiéon

metélico es Mg?*; en conjunto, estas especies forman el complejo de commelinina.



7 Conclusiones

Ademas de las moléculas que integran a la metalo-antocianina, fue posible la identificacién
de otros compuestos presentes en el extracto pero que no participan en el complejo de
coordinacion. Se encontraron dos antocianinas y una flavona: la awobanina, el éster metilico de la
malonilawobanina y la flavocommelitina. Asi también, se observé que el extracto crudo del

colorante tiene una importante proporcién de azucares.

Finalmente, los resultados obtenidos a través de los diversos analisis realizados en este
estudio permitieron conocer que el colorante de Commelina dianthifolia Delile estd conformado por
compuestos de tipo flavonoide, y que sé6lo algunos de estos compuestos llegan a formar un complejo
de coordinacién de commelinina. La alta susceptibilidad del colorante azul a degradarse se atribuye
principalmente a la hidratacion de las antocianinas, las cuales posteriormente sufren una
descomposicién. Por tanto, para preservar los objetos culturales que contengan a este colorante, es
recomendable mantenerlos en condiciones de baja humedad y no ponerlos en contacto con
sustancias dcidas o basicas. Se propone que los compuestos identificados en el presente estudio (la
flavocommelina, la flavocommelitina, la awobanina, la malonilawobanina y el éster metilico de la
malonilawobanina) sean empleados como una referencia para el reconocimiento de la especie

Commelina dianthifolia Delile y del colorante azul matlalli en bienes del patrimonio cultural.
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