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FLORIDO LAUDE
(fragmentos)

Miro como el Acanto
lanza la espiga erecta de sus torres
y cémo los Delfinios
yerguen, musica azul, sus campanarios.

{Qué licor impalpable
brindan, alto Alcatraz, tus copas blancas?

Te admiro dura y rqra, hostil y gloriasa
seca y amarga y vivida
como la recia plania que decoras
cuando estalla tu rojo en la Biznaga
que coronas miniscula de estrellas;
cuando del Nopalillo que serpea
entre rocas de lava congelada,
brotas como una estrella de alabastro
o0 sangras como herida de Ia piedra.

Te miro, Flor de Mayo, Jacalastchil,
redimir la pobreza de tus troncos .
con una geometria perfumada y perfecta;
te imiro, Cempasuchil,

Jlor de los muertas y de los pobres,
enriquecer y resucitar a mi raza.

Y te aspiro, Gardenia,

Jazmin, Huele de Noche, Estrella de dla;
Helibtropo, Azucena, Nardo;

porque eres forma, color y perfume;

porque eres, flor, la esencia de la vida,

la juvenmd del mundo, Ia belleza del alre

la misica cifrada del orbe: -

porque eres frdgil, breve, delicada,

Yy corres a la muerte que le inmola y te consagra,
Y eterniza.

Lo menas que yo puedo
para darte las gracias porque existes;
para alabar a Dios que te ha creado,

[oh, flor, milagro multiple!- -
es conocer tu nombre y repetirio
en una letania de colores .

Y en una sinfonia de perfumes.

SALVADOR NOVO.
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INTRODUCCION




En nuestros dias, cada vez con mayor fuerza, s¢ obscrva una tendencia hacia la
busqueda de productos, para los mds diversos usos, cuyo origen sea estrictamente
natural. La polucion de mantos acuiferos, la tierra y el aire; el deterioro en la salud
humana debido a la contaminacién y el consumo o contacto frecuente de la poblacion
con elementos nocivos a la salud, tales como insecticidas, plomo, hidrocarburos, etc.,

son causas de dicha bisqueda.

Entre las labores de investigacion que se ocupan de obtener de fuentes naturales
sustancias que no sean perjudiciales al organismo humano se cuentan las dedicadas ala
investigacion de colorantes. Los colorantes estdn presentes en un cimulo de producios:
alimentos, farmacos, cosméticos, pinturas, textiles, etc. Es por esto que para varios
investigadores, principalmente en el drea de la industria alimentaria, ha resultado de
utilidad el trabajo en torno al conocimiento del grupo de pigmentos vegetalés ‘
denominado antocianinas -en forma de glicosidos- o antocianidinas, si se habla de sus

agliconas.

Las antocianinas son las responsables de los colores de flores y frutos diversos;
son varias las razones por las cuales han deépenado gran interés en él mundo ‘d‘e la |
investigacion: la mis importante és, muy probablemente, la‘nec’esidad de. desarrollar
colorantes inocuos, gconémicds y eficientes que sustituyan a los colorantes artiﬁqinlgs
que usualmente se emplean en la fabricacion de alinlexntos.“ Para este propésito. las
antocianinas poseen las siguientes ventajas; él ’homb’r‘e las ’ha consumido- por g
generaciones sin que se Vhayan registrado efectos adve;sds en savllu‘dv debido -2 su

consumo; son entidades quimicas de colores brillantes, especialmente las de tono rojo




y, por presentarse en forma de glicosidos, son notablemente solubles en agua, lo que
simplifica su incorporacion a sistemas acuosos alimentarios.

Por otra parte, cabe mencionar ciertas desventajas inherentes a las antocianinas:
su estabilidad quimica es reducida, presentan cierta dificultad en su purificacion y su
poder de tincion es aproximadamente 100 veces menor que el de los tintes
convencionales.

Dentro de este grupo, del cual se ocupard el presente trabajo, destaca la
investigacion en torno a un vegetal conocido por la poblacion nacional desde la época
anterior a la llegada de los espafioles. Este vegetal - Justicia spicigera Schl, o muicle, |
su nombre vulgar- también goza de atributos medicinales, cuyo origen es la tradicion
popular, a través de los médicos primitivos o chamanes, desde la antigiledad y que ha
sobrevivido hasta nuestros dias, constituyendo la llamada "medicina valte_mvati\}a“, la
herbolaria medicinal y los remedios caseros. | |

En el contexto anterior, tiene cabnda el slgmente escnto.b_ ‘

"En Meéxico el término herbolaria se refiere a las pIanras medxcmales unIxzadasb :
por la poblacién como recurso natural médico para ahvmr sus padeczmlen_ros...

. Es en el siglo XVI cuando se reco'ga y escn’b‘e‘ el condcimg'ento, }néaico .

herbolario indigena:

-Cédice Florentino, escrito por F ray Bernardlno de Sahagun especzalmente el," .‘ Sk

Libro XI (Hierbas Medxcinales)

-L:bellus de Medicinalibus Indorum Herbis, cuyo aultor es Mart{n de Ia Cruz y‘ e

Jue traducido al Iat{n por Juan Badxano




-Historia Natural de la Nueva Espafia, de Francisco Herndndez.

... El estdio dle la herbolaria mexicana a la Inz de la investigacién clinica se
observa, en gran medida, en el siglo XVIII y de investigacién experimental
Jarmacoldgica desde el siglo XIX hasta la fecha".

La informacién anterior corresponde al Herbario del LM.S.8. (23),

Es conveniente aclarar que solo se halld un trabajo de investigacion quimica de
Justicia spicigera Schi. para 1a elaboracion de antecedentes y que serd comentado en el
capitulo 2.

(Como se originan las creencias populares acerca de las propicdades curativas
de los vegetales? Es posible explicar esto en base a la "Teorfa de la Signatura o de las
Sefiales", la cual afirma que el aspecto externo de una plmna informaba sobre las
dolencias que podia curar. Esta teoria tiene origen enpirico, como se podri'l aprecia;, y
Paracelso fue uno de sus defensores. Entonces resulta fécil imaginar como un té que
presenta una intensa coloracion roja diera origen a creer que el vegetal en ches“tién
poseia algun poder curativo sobre afecciones relacionadas con la sz’mygre.‘ |

Por lo expuesto anteriormente, le corresponde a la Quimica’y la Medi‘cina"
comprobar o desmentir con rigor cientifico las cualidades curaﬁVus asociladas a

cualquier vegetal, lo que se traducird en conclusiones de gran utilidad para todos,




OBJETIVOS




Este trabajo se propone cumplir con los siguientes objetivos:

1. Presentar una breve teoria del color.

2. Exponer el conjunto de familias quimicas cuya importancia es la de ser
colorantes del reino vegetal.

3. Describir el contexto historico en el que participa Justicia spicigera Schi.

4. Clasificar quimicamente la sustancia de color rojo hidrosoluble que presenta
la especie vegetal mencionada,

5. Registrar todo hallazgo quimico que se encuentre durante el trabajo
experimental.

Los objetivos de los incisos 4 y 5.se verificaran dentro del terreno experimental,
béasicamente en el sentido cualitativo, en tanto qué el resto de los objetivos tgndra’m la
funcion de resaltar -no solo apoyar- el trabajo en el laboratorio y las bondades qﬁe se

desprendan del estudio fitoquimico.




CAPITULO 1

EL MUICLE (Justicia spicigera ]

Schlecht), OTRO EJEMPLO DE LA

MEXICO

HERBOLARIA TRADICIONAL DE|



1.1, EL MUICLE: PASADO Y PRESENTE,

Francisco Hemandez, en su obra "Historia de las Plantas de Nueva Espaiia” (25)
cita un vegetal llamado "mohuitli", es decir, "hierba purpiirea”, cuya descripcion
enuncia en estos términos:

"Es una hierba con raices ramificadas, de donde nacen tallos de dos palmos,
sarmentosos, torcidos y cilindricos, y flores escarlata alargadas; hojas como de
yerbamora algo blanquecinas por debajo, que tienen un sabor exactamente como de
pepinillo. Es de naturaleza fiia o templada y glutinosa..Nace en los lugares planos o
en las alturas de Héaxtepec... "

Esta hierba es la que se clasifico como Justicia spicigera Schlecht. Citando al
ya mencionado texto, se nombra popularmente "micle”, "mohuitle”, "moictle", "moytli"
y "mohintle", de acuerdo a los diferentes estados de la Republica. Asi mismo, Martinez
(29) menciona los nombres de "trompetilla”, "n;aycitli", "mozote" y "yich-kaan" en
maya, todos designando aJusticia spicigera. o . |

De acuerdo con el Herbario del Instituto Mexicano del Se_éuro Social (1) (24), se
reportan los siguientes usos y sinonimia det muicle ~nuy singulareé, af jli’zgzyxr porel
resto de la literatura consultadh— cuyos origenes son netamente populares:k‘

-El muicle es tif para cuando "se estd medio trastornado de la menté“ (sié); para |
baiiar a los niftos con alfereqia (sinonimo de epilepsia), en caso§ de salpullido infanl.
(Puebla). |

-Enfermedad del rifion (Guerrero).

-Estrefiimiento (Edo. de México).




-Otros usos: en caso de anginas, tiricia (falta de danimo), mal de ojo y dolor
interno,

-Nombres vulgares: "mouait” (lengua tepchua), "mucle” (Misantla, Ver.),
“muitlic" (Tlaxcala), "shankentocni” (lengua otomi, Pucbla).

El nombre nihuatl es "moluiitli" y se tienen de ¢l datos que sefialan su uso por
los pobladores prehispanicos en las siguientes formas:

1) Como planta medicinal, cuyas virtudes curativas se aplican en casos de
disenteria, flujo menétrual excesivo y la sarna (25); también se usa para la epilepsiay
para calmar los nervios (29),

2) Como colorante, en el telido de sus telas,

Cabe seilalar que teniendo en cuenta los instfum:ntos con los que contaban, se
puede afirmar que los pobladores prehispanicos alcanzaron un desarrollqvﬂ muy 3
importante en la técnica del teflido, que les permitia extraer y me‘zclar‘ una a“mpli’avgqma '
de colores, usando para ello tintes de origen animal, vegétal y mineral.‘

Se tienen datbs del uso de mofdientes como el alumbre y la alcabarrosa
(protosulfato de hierro, Fey(804)3 6 Feg(SO4)3-9H20), que se empleaban para fijar o
maodificar el tono del colorante. Los més NUMErosos eran Ids ’tin‘tes de origeri v‘egeta‘l,k
derivados de flores, frutos, tallos, hojas, semillas y raices de plantas, llq'ukenes y ébneza‘ ‘
o madera de los arboles.

El azul indigo o afiil se producia con 1a plaﬁta llaméda xiuhqui‘lkitl (Indigoje;'a ‘

suffiucticosa Mill; aiil L.). Se cortaban las hojas y se preparaba un colorante azul

llamado “tlacehoilli" o "mohuitl", con el que se obtenia un tono que iba délv azul al =

: 6,’,



negro. También se usaba para tediir los cabellos de negro aznlado. Asi mismo, obtenian
otro tono de azul del muicle. El anaranjado lo extraian de la semilla del achiote o

“achiyotl" (Bixa Orellana L..). El negro se producia con el hollin del pino.

El famoso palo de Brasil (Haematoxylum brasiletto K. y H. campechianum) o
palo de Campeche, como se conocié en México, daba un tinte rojo muy apreciado que

se modificaba de tono segin el mordiente empleado.

En cuanto a los colorantes de origen animal, el mds importante, tanto en la
época prehispinica como en la colonia, llegando hasta nuestros dias en ciertas
comunidades, fue la grana o cochinilla (Cocens cacti L) que los indigenas
denominaban "nocheztli" (sangre de tunas). El otro colorante de impoftaﬁcia de origen
animal era el "caracol", tintura de color violeta purpura que se extrafa de un molusco
marino (Purpura patula pansa) que se encuentra a lo largo de las costas rocosas del |
Pacifico, desde México hasta Pert,

Por ltimo, es conveniente mencionar algunos de los cp]oriint¢§ de brigeﬁ
mineral usados en la época precolombina. Provenian principalimente ’de ciértas tierras.y ’
oxidos de hierro; el blanco se extraia dél gisy del ycsd, el ocré suministraba ¢l amarillo

y ¢l rojo se obtenia del oxido de hierro (36),

Actualmente, en la Ciudad de México se consume el muicle -su nombre p@p’ulilr i ;
en esta zona- como té. El tradicional Mercado de Sonora es él principal proveedor de’
este vegetal entre los habitantes; es en este sitio donde se recomiendan usos taléé comd
para quitar el dolor de “estomago  producido por la "reg,lai", “para -iﬁsn’u'nufr la

menstruacion, tomado en té y para tomarlo como "tecito" en las mafianas, Esta planta -




se la define como de naturaleza fria (25) (29), Oos usos medicinales son: para
fortalecer la sangre y en casos de anemia; también para tratar cicatrices o lesiones cn la
piel, desordenes gastrointestinales como nduseas, dolor estomacal, diarrea y

retortijones (16),

1.2, IDENTIFICACION BOTANICA.
1.2.1. ORIGEN DE LA IDENTIFICACION,
Se envi6 un ejemplar vegetal al Herbario Nacional, con sede en el Instituto de
Biologia, donde fue identificado comd Justicia spicigera Schl., -Acanthaceae; la

identificacion estuvo a cargo del M. en C. Oswaldo Téllezy el Sr. Francisco Ramos,

REINO: Vegetal
SUBDIVISION: Angiospermae
ORDEN: Turbiflorae |
CLASE: Dycotiledoneae (Corola gamopétala.
Ovario siipero) S
FAMILIA: Acanthaceae

GENERO: Justicia

ESPECIE: Justicia spicigera Schiecht

1.2.2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA.
Planta nativa de .México y Centroamérica, ampliamente cultivada en zonas de

clima templado y tropical del pais.




Cou,




MOHUITLI

FIGURA 1.2 [Ihstrucléu de Francisco Herndndez (25), -

0.



CAPITULO 2

COLORANTES Y PIGMENTOS




2.1. EL COLOR Y SUS PROPIEDADES.

A pesar de los numerosos estudios que desde distintos campos de la Ciencia se
han hecho sobre la naturaleza y percepcion del color, lo cierto es que aiin no se tiene
una definicion concreta del mismo ni existe una teoria unificada del color. En el
fenémeno cromatico se superponen componentes fisicos, fisiologicos y psiquicos por lo
que, en su aparicion, hay que tener en cuenta factores de los tres componentes
mencionados. |

Para fines pricticos, sin embargo, podemos considerar el color como energja
electromagnética comprendida dentro del espectro \}isible, es decir, entre 400 y 700
nm, que al incidir sobre la materia, ‘puede ser absorbida total o parcialmente
produciendo una alteracion tanto en la luz incidente como en la estructura material del

cuerpo sobre el que incide.

TABLA 2.1. CARACTERISTICAS DEL ESPECTRO VISIBLE

LONGITUD DE ONDA| COLORDE LA | COLOR VISIBLE
DE LA LUZ LUz |
ABSORBIDA ABSORBIDA

(nm)
400-420 Violeta Verde amarillento
420450 |Violeta azulado |Amarillo
50450 |Aml . |Narama
490-510 Azul verdoso  |Rojo
510-545 Verde Parpura
545;580 Verde amarillento} Violeta
580-630 Naranja Azul
630-720 Rojo | Azul  verdoso

Un cuerpo aparece de color negro cuando la absorcion del espectro visible es

total; si rechaza.todas las.radiaciones es de color blanco; de color gris si las absorbeen ... ¢

11



igual proporcién y diversamente coloreado si absorbe de preferencia alguna de las
radiaciones componentes; en el altimo caso, el color es el complementario de las
radiaciones absorbidas.

La absorcién también se produce en longitudes de onda superiores (infrarrojo) o
inferiores (ultravioleta) del espectro, pero entonces el sentido de la vista no aprecia
cambio cromdtico alguno y han de utilizarse aparatos especiales (espectrofotometros)
para detectar y medir la radiacion electromagnética. No todos los colores de la
naturaleza se deben a compuestos quimicos, y algunos dependen del disefio
arquitectonico para producir el color gracias a la difraccion de 1a luz; por ejemplo, los

colores de los colibries, pavorreales y algunas mariposas y escarabajos.

2.2, ESTRUCTURAS QUIMICAS QUE CAUSAN EL COLOR.
Para iniciar, se propone el siguiente esquema que expresa los elementos
causantes del color:

Iones sencillos

INORGANICAS lones complejos
COLOR DE LAS ESPECIES i Precipitados -
QUIMICAS
Cromoéforos
ORGANICAS Auxocronios
Estructura molecular -

En el caso de las especies org:inicas; un gran ‘nimero - absorbe - radiacion
electromagnética en las fegioncs infrarroja y ultravioleta del espectro; por lo que las
sustancias aparecen incoloras, '

2.2.1. CROMOFOROS. ,

Si una molécula orgdnica posee electrones moviles o pov‘co localizados
(electrones =, generalmente) tiene muchas posibilidades de que éstos se‘ah exitacos por
la baja energia proporcionada por las frecuencias del espectro visih'l‘e, con l:‘l‘,

consiguiente aparicion del color. De aqui que el color en las moléculas organicas esté
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asociado a la existencia de centros de insaturacion (dobles y triples enlaces, estructuras
(uinoides, etc.) o la posibilidad de resonancia entre dos o mis configuraciones
moleculares.

A O.N. Witt se debe el concepto de cromoforo (del griego "portador de color"),
quien revisd distintas sustancias organicas coloreadas y hallo que todas tenian un grupo
no saturado, al que nombro de tal forma,

En general, se necesita mas de un grupo croméforo para que aparezca el color, y
si aparecen en forma conjugada intensifican el color.

Una relacion de los principal'es grupbs croméforos en orden decreciente (de
izquierda a derecha) de su facilidad de exitacién (posibilidad de originar color) es la

siguiente:

:<::>: Estructura quinoidea

N AN
N==0 Grupo nitroso / C==8§ _ Grupo tiocarbonio
\ \ / -
c==0 G il - :
P rupo carbonilo / C==N Grupo azonieino

~—N==N— Grupo azico —N -

\\ ~ . Gnyoniro
/

>C: C\ Gupo etileno

FIGURA 2.1,
2.2.2, AUXOCROMOS. v
El mismo Wilt observo que cierfos raclicales de tipo salin()geno son capaces de

refarzar la uccion de un croméforo, aunque por si mismos no puedan comunicar color a

3.



moleculas incoloras. A cstos radicales les Hlamo auxocromos (“exaltador de color") y
sefiald como mas importantes, en orden decreciente de su efecto, a los siguicntes:

-NRy, -NHR, -NHj. -OH, -OCH;3

También los dtomos de los haldgenos intensifican el color, decreciendo su
efecto del yodo al cloro.

El efecto de los auxocromos se atribuye a un aumento de las posibilidades de
resonancia en las moléculas donde se verifica la sustitucion, En un anillo bencénico
que conlenga un cromaforo, la posicion de un grupo auxocromo en ofto o en para tiene
un efecto mucho mas notable que en meta, posicion ésta que apenas ejerce influencia
cromatica.

2.2.3. ESTRUCTURA MOLECULAR,

La teoria de los orbitales moleculares se aplica para interpretar las relaciones
entre la estructura de Jos compuestos orgdnicos y Ia aparicion del color.

Los tres tipos de electrones de valencia que pueden dar lugar a transiciones
electronicas en una molécula organica son:

A. o, electrones sigma, peneralmente impljcados en la formacion dc un enlace
simple.

B. m, electroves pi, que entran en la formacion de un doble enlace,

C. n, electrones denominados no enlazantes.

Los orbitales moleculares con muy. pequeiia. densidad ‘eiectré_ﬁic’a entre los
niicleos se Haman orbitales antienlazantes y se designan con un asterisco (*). -

En las moléculas orgiuicas saturadas solo-puede haber transiciones c—a* que
requieren una gran encrgia, por lo que absorben en el ultravioleta lejano.

Los eleetrones no enlazantes suelen encontrarse deslocalizados. 0 m6viles, por
lo que las ransiciones n—>n* requieren menor energfa para su excitacion, bastando la
energia dé 1a region visible del eSpcctro.

Las cnergias de las transiciones n—n* adquieren valores intermedios entre las
de los dos anteriormente citados y para ellas se necesita absorcion en el visible o -

ultravioleta proximo.



Cuando un compuesto orgdnico tiene varios enlaces dobles con uno sencillo
entre cllos (enlaces conjugados), se origina un desplazamiento batocrémico en el
méximo de absorcion de las transiciones n—>n*.

Una modificacion de la teoria de los orbitales moleculares es el modelo del
enlace de valencia, que postula los fenomenos de resonancia, responsables,
frecuentemente, de la aparicién ‘del color. En moléculas organicas con enlaces
miltiples, los electrones %t no estdn localizados cerca de los dtomos de carbono, sino
que son comunes a toda 1a moléeula, Se pueden mover u oscilar cerca de uno de los
dtomos a los que comunica una carga negativa, quedando cargado positivamente el
dtomo vecino y formindose asi un dipolo:'

C+C =5 :C-C

()

Cuando estos desplazamientos de electrones se producen a lo largo de una
cadena con enlaces conjugados resulta una polarizacion de la molécula, Esta molécula
puede tomar dos o mgs formas ionoideas alrededor de una posicion fundamental no
polarizada. Se dice entonces que el sistema fundamental estd en resonancia con las
estructuras ionoideas extremas.

El fenémeno de la resonancia aumenta las posibilidades de absorcion de las
longitudes de onda correspondientes al espectro visible, debido, fundamentalmente, a.

los electrones 7 de los enlaces dobles; a medida que aumenta la conjugacién de los

“enlaces y la molécula es més larga, decrece la energia necesaria para una transicion,

Todos los dtomos que por su polarizacion faciliten los despla'zaxnientos"dc, electrones y
conduzcan més facilmente a formas resonantes, facilitaran la abSor;:i()h lt‘xminosa.'por la-
molécula y, por lo tanto, la aparicién del color. El nitrégeno,‘cl oxigeno'y el azuffe son
los atomos que mis frecuentemente facilitan Ia formacion de especies en resonancia.

Se puede considerar que la absorcion sera tanto mas intensa y mds desplézada
hacia el rojo cuanto més larga sea la cadena conjugada y, en particular; si ‘ést“a termina i
en dos dtomos , o grupos de dtomos, capaces de experimentar‘ el fen()menp de

resonancia.
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Par altimo, se puede afirmar que los auténticos cromoforos son las cadenas de
enlaces dables conjugados que asociados a atomaos de nitrdgeno o de oxigeno,
presentan resonancia. Los dtomos terminales de nitrogeno, oxigeno, los grupos
aminados y fenélicos, sustituidos o no, son los auxocromos que permiten Ia resonancia.

El resto de la molécula no hace mis que acentuar o disminuir el efecto de aquélla,

2.3. COLORANTES Y PIGMENTOS,

Se define, en sentido general, a un colorante como cualquier sustancia que
imparte color a un objeto. Un colorante puede estar 1) naturalmente presente en la
materia (clorofila, en los vegetales) o bien 2) artificialmente asociado a la materia
(tintes sintéticos, pigmentos secos en pinturas).

Por lo ya expuesto, surge la definicion de colorante natural: aquél obtenido a
partir de fuentes naturales.

Para los fines del presente trabajo, se define un pigmento natural como los
constituyentes normales de las células o tejidos .que imparten color (17), esto es, en
organismos animales y vegetales. Los pigmentos pueden tener propiedades que van mas
alla de las de los colorantes, por ¢jemplo, como receptores de energia, rrénsportadores
de oxigeno o protectores contra la radi aéic’m. »

Las definiciones anteriores son validas de acuerdo al contexto eh el que se
expone este trabajo, por tanto, cuando se hable de colorantes o piglllenfos se van a
observar las definiciones antes sefialadas. . |

Es interesante la forma en que diversos autores trabajan con la terminologia que
se plantea en este rubro. Fennema (i7) expone una sintesis teorica muy clara sobre -
estos conceplos, la cual resulta muy atil para todos los que se inician en el estudio dé la

quimica de alimentos y Ia fitoquimica.

2.4, PIGMENTOS VEGETALES,

Se puede propouer la siguiente elasificacion elemental de pigmentos:



A. CAROTENOIDES

B. CLOROFILAS

C. FLAVONOIDES

D. BETALAINAS

E. QUINONAS Y XANTONAS

F, TANINOS

Para ubicar en el terreno de la Quimica Orgénica a éstos resultard mas util la
clasificacién propuesta en la tabla 2.2. Cabe sefialar que existen autores que prefieren
subdividir el tercer grupo en dos tipos: flavonoides y antocianinas, sin embargo, se

prefiere la forma presentada en la tabla sefialada,

TABLA 2.2, CLASIFICACION DE PIGMENTOS VEGETALES,

GRUPO QUIMICO TIPO DE PIGMENTO
COMPUESTOS TETRAPIRROLICOS ‘ Ciorofila
DERIVADOS DEL ISOPRENO Carotenoides -
DERIVADOS DEL BENZOPIRANO Flavonoides
DERIVADOS DE LA 1,/-DIAZOHEPTAMETINA | Betaiainas
DERIVADOS DE LA BENZOFENONA "Quinonas y xantonas
COMPUESTOS FENOLICOS POLIMERICOS T Taninos

2.4.1. COMPUESTOS TETRAPIRROLICOS. S

La unidad basica de la-cual toman su carécter es el piﬁol. En este género se
identifica a la clorofila, término que inicialmente se enﬁpleé para describir aquéllos
pigmentos verdes implicados en la fotosintesis de las blantas superiores. A’étualmente,
se ha extendido a toda clase de pigmentos porfirinicos fotosintéticos. Esto es correcto

en general, salvo en casos aislados muy especificos.



Los tipos de clorofila mas importantes son la a y la b; pero la primera se
encuentra en mayor proporcion (3:1); existen, ademds, otras de menor importancia y
algunas de origen microbiano. Cabe seiialar que se llaman porfirinas a las estructuras
formadas por todos los tetrapirroles proximos entre si completamente conjugados.

La presencia del grupo fitol -esterificando al grupo propionato- es el responsable
de la insolubilidad de la clorofila en agua.

Otros aspectos de relevancia son las diferencias en tonalidad de las clorofilas
principales; la del tipo a es de color azul-verdoso, en tanto que la tipo b es de tono
amarillo- verdoso (38). Se estima que el contenido promedio de clorofila (1), en

general, es aproximadamente 0.1 a 0.2 % en peso en las hojas verdes .

N CH, CH=CH, R=CH; choroflaa

H 2

Pirrol R = CHO: clrofih
H3C‘
'H —R
H.,
b —CH.CH
”39C2000C—H2C HZC 23
H
CH.00C™ ‘
3 o CH3
FIGURA 2.2,

2.4.2. DERIVADOS DEL ISOPRENO. , ;

En este grupo se identifican los pigmentos carotenoides. La estructura quimica
basica de la mayoria de estos compuestos es policnica de 40 atomos de carbono,
formada por 8 unidades de isopreno (figura 2.3.), unidos de tal forma qué las unidades
isoprenoides se invierten en ¢l centro de la molécula. Son liposolubles y a éstos st debe

It coloracion amarilla, naranja e incluso roja de varios productos vegetales y animales.
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Se hallan apliamente distribuidos y existen en la naturaleza en grandes
cantidades. Se ha calculado una produccion anual en la naturaleza de mas de 100 x 106
ton. de carotenoides (7). Su nombre deriva de la zanahoria, Daucus carota, ya que se
les aislé por primera vez a partir de esta hortaliza. En la naturaleza se han identificado
mas de 420, en su mayoria encontrados en las hojas verdes (2); los carotenoides
siempre acompaiian a la clorofila en una relacion de 3 a 4 partes de clorofila por una
parte de carotenoide (38),

cH,
cuz.-:lc—- CH=CH,

Isopreno

f~Caroteno

ne, o, SH CH,

CH,0H
CH,

Viamina A
FIGURA 2.3.

Hay dos formas posibles para clasificar a los carotenoides. La primera séﬁala ;
dos clases principales: ‘ ‘ ‘ ' :

- CAROTENGOS, compuestos que son hidrocarburos.




- XANTOFILAS, compuestos que contienen oxigeno en la forma de grupos
hidroxilo, metoxilo, carboxilo, ceto y epoxi. Se dice que son derivados oxigenados de
los carotenos, ‘

La segunda forma divide a los carotenoides en tres tipos:

- ACICLICOS, tal como el licopeno.

- MONOCICLIOS, cuyo ¢jemplo es el y-caroteno.

- BICICLICOS, es decir, especies como el a-caroteno y el -caroteno

Los carotenos son biolégicamente muy importantes para el hombre, ya que son
convertidos en vitamina A. Se han extraido, a partir de los alimentos, los tres tipos de
carotenos antes scfialados en proporciones aproximadas de 84 % P-caroteno, 15 % o-

caroteno y 0.1 % de y-caroteno (19),

Por citar un ¢jemplo de la presencia de los carotenoides en los animales, véase
el caso de ciertos crusticeos comestibles, que tienen un pigmento carotenoide asociado
a una proteina, dando como resultado una coloracion azul o gris-azul; cuando el animal
es sumergido en agua caliente, la union del carotenoide y la proteina se rompe,
aparecicndo el color anaranjado o rojo del pigmento carotenoide liberado. |

2.4.3, DERIVADOS DEL BENZOPIRANO.,

Los flavonoides y los compuestos relacionados con ellos estn ampli‘m.nentev
distribuidos en los tejidos de las plantas. Estos pigmentos se encuentran en la véc;nola :
de Ia célula disueltos cn la savia, por lo que estdn presentes en tejidos lefiosos, khojas,{ =
flores y frutos. Hay una creciente evidencia de que ciertos flavonoides estan piesentes ;
en los cloroplastos y probablemente en otros organelos. Salvo algunas ﬂav’on"as
localizadas en las alas de mariposa, se puede decir que no sc encuentran en l(;s - v

animales.
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El niimero de flavonoides descritos en la literatura es causa de disparidad entre
diferentes autores; alguien sefiala que son 800 (17), otro afirma que son 900 (15) y un
tercero dice que son 2000 (40), si se consideran los glicosidos de las especies,

Se identifica a los flavonoides dentro del grupo de los fenoles con dos anillos

aromdticos, los cuales se caracterizan por tener una unidad de diarilpropano (Cg-C3-

Ce):

OO0

FIGURA 24,

Y se clasifican 'segin la estructura del compuesto unido a 1a molécula en C3,
que puede ser oxigeno, formando un anillo de pirano, dando lugar a la mayoria de las -
especies quimicas comprendidas dentro de esta familia. También se‘genexanudjferentés\ ‘

patrones a partir de la adicion de grupos hidroxilo a la estructura bsica ﬂa?ohoide; : ‘

FIGURA 2.5,
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Los dos anillos de benceno se dibujan en el mismo plano; en ¢f caso de las

flavonas, flavonoles, chalconas y antocianidinas, los anillos pueden estar en ¢l mismo

plano, pero en las leucoantocianidinas, flavononoles y flavononas, el anillo oxigenado

tiene probablemente la configuracion de semicadena recta y los anillos de benceno no

estan en ef mismo plano.

TABLA 2.3. CLASIFICACION DE LOS FLAVONOIDES.

(V1) ISOFLAVONA

COMPUESTO FLAVONOIDE EJEMPLO
(1) FLAVONA Apigenina
(1) AURONA Aureusidina
(BENZALCUMARONA)

(11i) CHALCONA Buteina
(IV) FLAVANONA Naringina
(V) FLAVONOL ' Kaembferol
(V1) FLAVANONOL Aromédrédin#
(VII) FLAVAN-3.4-DIOL Melacidina
‘( LE UCOANTOCIANI blNA,
PROANTOC[AN[DINA, :
CATEQUINA)

Genisteina B

2




COMPUESTO FLAVONOIDE

EJEMPLO

(IX) DIHIDROCHALCONA Floretina
(X) BIFLAVONILO Amentoflavona
(X1) ANTOCIANIDINA Petunidina
(XI) NEOFLAVONA Calofilélida

La mayoria de los flavonoides suelen encontrarse en la naturaleza como

glicosidos, es decir, compuestos asociados a ynidades de aziicar. Cabe seilalar que se

designan como glucésidos a los compuestos que tienen glucosa; los azicares diferentes

de ésta originan los glicosidos, término que se ha preferido en este caso para referirse

en términos generales a los flavonoides con unidades de azicar, siendo éstas,

frecuentemente, glucosa y ramnosa; se han identificado, adicionalmente, -galactosa,

arabinosa, xilosa, gentiobiosa, rutinosa, apiosa ¢ incluso, 4cido glucurdnico. Las

posiciones de sustitucion para los azicares son 7, 5, 4, principalmente, y 7, 4, y 3"

También pueden tener sustituyentes acilo.

La forma en que se clasifican los flavonoides varia con los autores en diferentes

textos. Se prefirio, en el caso presente, elegir la clasificacion mas desglosada.

La figura 2.6. ilustra gjemplos de flavonoides tipicos.
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FIGURA 2.6.
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Cabe sefialar que las designaciones de los compuestos anteriores también
presentan ligeras variaciones, Se puede encontrar que la genisteina se clasifica como
"isoflavanona” (17) y que el grupo de lus leucoantocianidinas se nombra como
"proantocianidinas”; para los propdsitos de este trabajo, se opto por definir a las
leucoantocianidinas como los monomeros del flavan-3,4-diol, y a los polimeros de esta
estructura corresponde el segundo nombre propuesto, en acuerdo con Fennema (7). y
es este mismo autor quien sefiala a la catequina y la epicatequina como formas trans y
cis del flavan-3,4-diol, siendo ésta la estructura basica, a diferencia de un segundo
autor que presenta a la catequina como otra categoria de los flavonoides (12). Como se
aprecia, diferentes autores presentaran sus clasificaciones tan compactas o desglosadas
como les resulte mas apto para sus fines.

Euler y Alam (16) reportaron el aislamiento Ycaractedzacién del kaempferol y
el glicosido de éste, kaempferitrin & kaempferol-"3,7-dirmnhésid0, a partir de Justicia
spicigera.

El grupo de las antocianidinas serd enfocado en una seccién,sebhr’adamentg del
resto (seccion 2.4.8.). Recuérdese: la antocianidina que se présén;é e'n.forlna de
glicosido se llama antocianina, siendo éste el caso mas frecuente en la naturaleza. .

2.4.4. PROPIEDADES DE LOS FLAVONOIDES,

Se han encontrado diversas funciones donde parecen tener un papel inibonahte
estos compuestos; -sin embargo, no es posible asegurar, en rigor, dicho papel. Mabry‘y ,

Utubelen (30) citan los siguientes cjemplos:




A. Fungicidas, Parece existir una relacion entre la presencia de compuestos
fenolicos y la resistencia de las plantas contra los virus y hongos. La presencia de
apigenin 7- y 4'-glucdsido, entre otros flavonoides, se ha asociado con la resistencia a
ocho especies de Pyrus.

La naringina, nobiletina, tangeritina 'y 5,4'-dihidroxi-6,7,8,3"-tetrametoxiflavona
protegen las hojas de ciertas plantas citricas contra un hongo llamado Deuterophoma
tracheiphila. Por oftra parte, se cree que la actividad fungicida de los flavonoides
contribuye a ta durabilidad de la madera.

B. Actividad antidiarreica, La presencia de galangina, miricetina, kaempferot,
quercetina y acido galico en los frutos de Comptonia peregrina parecen ser
responsables de las propiedades antidiarreicas atribuidas a dicho fruto, usado en
Europa central desde el siglo XIX.

C. Actividad estrogénica, Se registrd un caso de disminucion de nacimientos de
ovejas en Australia. Se encontré que la causa fue la presencia de genisteina en los
tréboles (Trifolium subterraneum). Las isoflavonas son similares estructuralmeme a
ciertos estrogenos; una mezcla de hesperidina fosforilada sintéticamente produce un-
efecto definitivo de infertilidad en algunas ratas.

D. Actividad contra moiuscos. La 2'4-dihidroxi-3',6'-dimetoxichalcona
presente en el vegetal Polygonum senegallense, nativo del Este africano, se us;a para

combatir a los moluscos en Kenia.

a7



E. Antitumoral. Los flavonoles eupatina y eupatoretina, y la flavona cupatilina
contenidos en  Eupatorium semiserratum presentaron un efecto citotoxicologico
moderado cuando se probaron en pacientes con cierto tipo de carcinoma.

F. Actividad sobre los insectos. 6-Metoxiluteolin-7-ramnésido estimula el
apetito del insecto Agasicles beetles.

G. Nuevos edulcorantes. La dihidrochalcona de la naringina y la
neohesperidina (y otras dihidrochalconas sintéticas) tienen un alto potencial como
endulzantes comerciales, La naringina estd presente en altas proporciones en
subproductos cuyo origen sea el procesamiento de citricos. La dihidrochalcona
sintetizada a partir de la naringina es 1000 a 2000 veces més dulce que la sacarosa,

pero su uso estd ain a prueba.

H. Copigmentos. Sustancias como los glucosidos de la quercetina muestran un

efecto de copigmentacion relacionado con la adsorcion caracteristica de los cianidin- -

glucosidos, entre otras antocianinas. Esto se puede apreciar en el caso del vegetal
Centaurea cyanus,

1. Actividad antinflamatoria. En 1936 Szent-Gyorgyi observo que - ciertas

condiciones patologicas se caracterizaban por ¢l incremento de 13 permeabilidad o
fragilidad de las paredes capilares y que se las podia curar por medio de extractos de: -+
limon; asi, se denominé al factor causante de la resistencia de las paredes capilares = -

como "vitamina P'; trabajos posteriores dieron por resultado contradicciones, lo que

motivé el abandono de fa investigacion en tomo a la supuesta vitamina.




Se acuiid el término de bioflavonoides a aquéllos flavonoides con actividad
bioldgica. A partir de 1948 se incrementaron los reportes sobre el uso terapéutico de
los flavonoides citricos; se encontrd que separando una mezcla de éstos en fracciones
de metanol, acetato de etilo y agua, 65 % de la actividad antinflamatoria se detecto en
la fraccion acuosa. Los flavonoides citricos complejos exhiben una actividad inhibidora
mas pronunciada que en el caso de la cortisona y los ejemplos son la hesperidina y
naringina,

Ungar reportd el resultado de un bioensayo basado en fa medicion directa de una
formacion edémica, que consistio en demostrar la inhibicion a la permeabilidad capilar
causada por los extractos de la piel de cltricos. Otros investigadores asocian la
actividad de ciertos bioflavonoides al sistema circulatorio; edemas cerebrales'y cierto
tipo de hemorragias fueron reducidos significativamente en ratas al administrérseles‘S()
mg/Kg de dertvados de rutina o hesperidina

Un medicamento llamado Essaven coxlﬁenc la - chalcona méﬁlada de la
hesperidina, junto con otros derivados de flavonoides; se e‘mplea' en 'c’asosr de hinchazén’ ,
prodticida por golpes. |

La [3~hidroxietilmtina se usa extensamente para tratar hemorroides, cataratas,

venas varicosas y otros casos de problemas relacionados con la fragilidad capilar. Enfa_

~India sc obticne rutina a partir de las flores -muy ricas en dicha sustancia- de "un“a' E

leguminosa, Sophora japonica L.
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FIGURA 2.7,

J. Agentes antiliepatotoxicos. Se han atribuido propiedades medicinales al
extracto acuoso de los frutos de cierto tipo de cardo, Sylibum marianum L., por mas de
2000 afios. El principio activo es una mezcla de flavanonoles con otras sustancias,
generando unos compuestos designados como silibina, silidianina y silicristina (figura
2.8), llamando silimarinas al conjunto de ellos. Los productos comerciales que
contienen silimarinas (Legalon, por ejemplo) ﬁ"enen un efecto estabilizador en la
membrana exterior hepdtica y previene la accion de varias toxir_tas en el higado.
También parecen activar la regeneracion celular de ese (3rgzino.

K. Agentes espasmoliticos. 7.4'-dihidroxiﬂavanona-4'-glﬁc()sidb, provcniénte
de Glycyrrhizae radix, por si solo no tiene efectos’espasmoliticqs, salvo si se trata de su
aglicona y la chalcona obtenida de aquélla. La luteolina y sus derivados también acusan
actividad espasmolitica.

Otros aspectos relevantes sobre las propiedades de los ﬂ‘avonoid‘cs s<‘k>nk su
contribucion a la astringencia del ¢ en- polvo, Ila aclividyad‘ désodorizantc y

desinfectante de locales; se cree que pueden funcionar como antioxidantes de grasas y -

30




aceites, por su cardcter polifendlico y su capacidad de secuestrar metales. Se ha
propuesto que los flavonoides pueden ser inhibidores de la respiracion y la
fotofosforilacion; algunas isoflavonas parecen actuar en el descenso del nivel de

colesterol (40),

FIGURA 28,

2.4.5. DERIVADOS DE LA 1,7-DIAZOHEPTAMETINA.

Dentro de esta categovria se presentan las especies quimicas conocidas como
betalainas. Estos pigmentos se encuentran - solamente en 10 familias de
Centroespermae, de las cuales »la mejor conocida es Ia remolacha roja ‘o'betab‘el (Beta .
vulgaris). También estan presentes en los compuestos hidrosolubles del jugp celuia_rvde_

; Ia acelga, cierto tipo de higos, la tuna roja; en algunas flores, como las del amaranto y -

j compuestos, todos hidrosolubles, es decir, como glicosidos, los cuales se forman con
unidades de glucosa, dcidos como el glucurdnico, cafeico y ferilico asociadas a la

estructura principal, generando distintos patrones; también se encuentran naturalmente

L 3.

; las bugambilias. Estos pigmentos se hallan en las' vacuolas. Se conocen -unos 70 -




en forma acilo, presentando estructuras complejas. Se han identificado los dcidos
maldnico, ferilico, p-cumdrico, sindpico y 3-hidroxi-3-metilglutarico unidos a la
porcion azucar del glicosido.

Las betalainas se derivan de la 1,7-diazoheptametina y se clasifican en dos

grupos: betacianinas, que son pigmentos rojos, y betaxantinas, de color amarillo.

R (+) R
N

HOOC T COOH
H

Ry R' = H 6 sustituyente aromitic
1,7-Diazolieptametata

FIGURA 2.9.

A. Betacianinas. La mas estudiada es la que se encuentra en el betabel, cuyo

nombre s betanina, que representa ol 75 a 95 % del total de pigmentos . La betanidina

es la aglicona correspondiente. En los iltimos afios, se ha investigado a la amarantina, -

proveniente del amaranto (Amaranhtus tricolor), 1a cual se ha usado en ciertos paises

para colorear alimentos,




HO

Betanidma

FIGURA 2.10.

B. Betaxantinas. De éstas, se han identificado dos en el betabel: 1a vulgaxantina
I (figura 2.11) y vulgaxantina 1. Bajo condiciones alcalinas y en presencia de
glutamina o 4cido glutﬁmico, se puede convertir la betanina en vulgaxantina.

La betanina puede transformarse y perder su coloracion bajo la influencia de
factores como el pH, temperatura alta, , oxigeno, la luz y el n_nedi_o abudsé. En general,
su estabilidad al calor estd en funcidn dé la acidez y del oxigeho disuelto én el'm'e'dio;
los valores de pH de 4 a 6 son favorables.y resiste tratamiento térmico en bauscncia dé
este gas.

Otro mecanismo de decoloracion dela betacianiha y betaxantina del betéb‘el es
por la accién enzimética cuyo maximo se alcanza a pH = 3.4; se cree que la peroxidasa ‘ “ :
es la responsable de esta modificacion. Todas las reacciones se aceleran por la #ééi(m’

catalitica de algunos metales, principalmente el cobre (2),
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Se ha propuesto emplear betalainas en los alimentos, los cuales se restringen a
productos tales como gelatinas, bebidas y postres en general, debido a las limitaciones
de su estabilidad. También se ha sugerido utilizarlas en productos carnicos, como
embutidos, debido a que los nitritos han causado controversia por'su implicacion en la
sintesis de nitrosaminas; se considera que las betalainas mezcladas con sorbato de

potasio pueden sustituirlos.

NH;

0
)
H CQ00
HN
| Vulgaxantina
HOOC T COOH
FIGURA 211,

2.4.6. DERIVADOS DE LA BENZOFENONA.
Dentro de esta categoria se clasifican dos tipos principales; las quinonas y.
xantonas.  Como se comprenderd, la estructura basica de estos compues'tc.)‘s"es lade

la benzofenona:

M
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oro

‘FIGURA 2.12.

A. Quinonas. Constituyen un grupo grande de pigmentos amarillos existentes en
las plantas con flores, los hongo;, liquenes, bacterias y algas. Se conocen mds de 200
(17) y su color varia del amarillo palido al negro. El subgrupo més.grande es el de las
antraquinonas, algunos de cuyos miembros se han utilizado kdurante siglos como
colorantes naturales.

Una antraquinona ‘tipica es la emodina, que se encuentra ampliameﬁte ‘

distribuida en hongos liquenes y plantas superiores:

FIGURA 2.13.

Las naftoquinonas constituyen otro subgrupo- mds pequefio de compuestos,

aproximadamente 20 (17);
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La juglona, responsable en parte del color de la cscara de la nuez es un ejemplo

tipico:

HO O

FIGURA 2.14.

Tanto las antraquinonas como las naftoquinonas se encuentran en el reino
vegetal y en el animal. Las primeras -en los vegetales- se presentan como glicosidos,
ordinariamente, las naftoquinonas no.

Un tercer subgrupo singular seria el denominado comio naftacenoquinonas (”),

pigmentos rojos limitados sélo a las actingmicetales, y . estan estrechamente

- relacionados con los antibioticos del tipo tetraciclina, Finalmente, hay otras especies

- comprendidas dentro de este grupo: fenantraquinonas, ‘isoprehoidequinonas y ofras

estructuras complejas.

B. Xantonas. S¢ conocen unos 20 pigmentos amarillos correspondientes a esta.
categoria, que s¢ han confundido con quinonas y flavonas (17). También se les ha -
empleado como colorantes desde la antigiiedad. Un miembro tipico es la' mangiferina,

glucosido que se encuentra en los mangos y se ilustra a continuacion en la siguiente

figura,
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FIGURA 2,15,

2.4.7, COMPUESTOS FENOLICOS POLIMERICOS,

Los taninos son un grupo heterogéneo de compuestos polihidtoxifendlicos cuyos
pesos moleculares oscilan entre 600 y 2000 (12), Son incoloros o amarillo-café. En las
hojas de plantas como roble, té y castafio se puede extraer gran cantidad de taninos, los
cuales pueden constituir 75 a 80 % del material seco.

Se distinguen dos clases de taninos:

A. Hidrolizables. Son compuestos poliméricos complejos, que a su vez se
dividen en galotaninos, cuando tienen icido galico, por ejemplo los taninos Turco
(Quercus infectoria) y de zumaque (Rhus coriaria). La otra catcgoria es la-de lo;;i '
elagitaninos, polimeros del cido elagico, siendo los mirobalanos (Terﬁiﬁitia chebula)
un gjemplo tipico. | v

B, No- hidrolizables o condensados. Generalmente éon dimeras de otros
flavenoides, prihcipalmentc del tipo flavan-3 4-diol. |

Dentro de las caracteristicas fisicas de los taninos estan su solubilidad en agua,

alcohol, acetona y piridina, siendo insolubles en disolventes  como  éter. o

. cloroformo.Los taninbs hidrolizables se usan en el curtido de picles. Las semillas de
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uva son fa mejor fuente de obtencion de oenotaninos, que se usan en la fabricacion del

vino, ya que tienen propiedades antioxidantes y los protegen.

HO
HO COOH
HO HO
ido eaki Acido eligico
Acido galico HO e
FIGURA 2.16.

En general, los taninos sirven de sustrato en reacciones de oscurecimiento

enzimatico, cuyo mecanismo de accion no se ha comprendido det todo bien, en el caso

de productos como el café y el cacao; son responsables de ln‘astringcncia de ciertos

frutos inmaduros, debido a que tienen la propiedad de reducir las caracteristicas de

lubricacion de la saliva, pues precipitan las proteinas y glucoproteinas que contiene

ésta,

FIGURA 2.17.
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2.4.8. ANTOCIANIDINAS.

Estos pigmentos son los responsables de los colores rosa, rojo, naranja, violeta y
azul de diversos frutos, hojas y flores de las plantas superiores. A semejanza del resto
de los flavonoides, las antocianidinas estan contenidas en los 6rganos llamados
vacuolas, y por tanto en la savia celular. Su presencia se ha detectado en unos cuantos
casos de musgos y en frondas de helechos jévenes, es decir, sélo en los hongos no se
ha registrado la traza de estas sustancias. En algunas flores se ha estimado que
constituyen el 30 % en peso del material seco.

Comparten muchas de las caracteristicas propias de los ﬂavonoides y, por lo
tanto, los métodos de purificacion y aislamiento que se van a presentar en esta seccion
pueden ser validos para aquéllos, en casos especificos. |

A. Estructura, Las antocianidinas son cationes oxonio, donde existe un oxigeno

trivalente; la estructura base de estos conipuestos es el ion denominado flavilio:

FIGURA 2.18.

Como se advierte, esta entidad es enteramente similar a la estructura propuesta

para los flavonoides.
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Normalmente, las antocianidinas se presentan en Ia naturaleza en la forma de
glicosidos o antocianinas. Los azdcares que se encuentran unidos a la antocianidina
suelen ser glucosa, ramnosa y galactosa, frecuentemente, pero también se presentan
xilosa, fructuosa, rutinosa, gentiobiosa, arabinosa, soforosa e inclusive, sambumbiosa;
estas unidades se unen a la aglicona por un enlace B-glucosidico y las posiciones de
sustitucion  suelen ser 3, principalmente,. 5 y 7 en segundo término. Los 3,5-
diglicésidos son los mas comunes en la prictica. 3, 7 y 7-glicdsidos se hallan
raramente, de igual forma que en las posiciones 3' o 4"

No se han descrito antocianinas con cuatro unidades de aziicar, pero hay cierta

evidencia de su existencia. Se ha registrado una antocianina con cinco moléculas de

aziicar y cuatro componentes acilo (17),

También pueden presentarse sustituyentes acilo, generando estructuras-cada vez
mds complejas; esterificadas a la molécula de azicar se han hallado una o mds
moléculas de dcido p-cumdrico, ferdlico, cafeico, maldnico, p-hidroxibenzoico; p-
hidroxicinémjco, vanillico o acético. Los taninos presentes en el ex!ra‘c‘to_‘ ﬁaturai con
antocianinas pueden causar problemas de interaccion si existen otros hidrocoloides eﬁ

aquél. Para efectos de coloracion en productos comestibles gelatinosos, es comiin que

los taninos precipiten (10), Por otra parte, la metilacion en el anillo B se restriuge alas

bosiciones Jy5s.

Por dltimo, es necesario mencionar que en la naturaleza se halla frecuentemente

a las antocianinas en forma de cloruros -en adicion con el cardcter de glicosidos-, y -
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entonces se les denomina como sales de flavilio (18), pirilio (44), 6 mas exactamente
sales de fenil-2-benzopirilio (19),

La principal variacion se establece entonces en la naturaleza del azucar, el
nimero de unidades de éste y la posicion de sustitucion. Esta variacion serd mas
drastica en cuanto sean més complejos los sustituyentes. Debido a que las antocianinas
presentan la dualidad glicosido-sal, son los compuestos mas hidrosolubles dentro del
conjunto de flavonoides. En las tablas B, C.1. y C.2. del Apéndice I se podran hallar

constantes fisicas para las antocianinas y sus agliconas que a continuacién seran

expuestas.
TABLA 24. ANTOCIANIDINAS,

ANTOCIANINA AGLICONA GLICOSIDO FUENTE

Pelargonina Pelargonidina 3,5-diglucdsido | Pelargonium
zonalé |

Cianina Cianidina 3,5-diglucésido Cgritau;rga
cyanﬁs L. v

Violanina Delfinidina 3- Viola tricolor L. |-

Delfinina ’ ramnoglicésido |

Peonina Peonidina : 3,5-dig,luc6sido Peonia roja

Petunina Petunidina 3,5-diglucosido | Petunia hybrida

o,



ANTOCIANINA AGLICONA GLICOSIDO FUENTE
Ocenina Malvidina 3-glucdsido Uva morada
Hirsutina Hirsutidina 3,5-diglucdsido | Primula hirsuta
Gesnerina Apigenidina S-glucosido Gesneria spp

Las primeras seis especies son las mas comunes en la practica, en tanto que las
restantes se hallan raramente; de éstas, se registran también 1a rosidina, luteolinidina,
siringiding (33) y  carajuridina (12). De hecho, las antocianidinas suelen tener
tonalidades rojas con sus variantes, en tamto que sustancias como la apigenidina,
luteolinidina y tricefinidina son de color amarillo, siendo casos excepcionales.

Mazza y Brouillard (32) afirman que las antocianidinas amarillas -en la figura

adyacente- son los ancestros quimicos de las antocianidinas rojas y prirpuras.

Luteolinidia

FIGURA 2.19.




El nombre comiin de las antocianinas y sus agliconas se adjudica a partir de la

fuente donde se les aislo por primera vez, tal como se aprecia en la tabla 2.4.

Petunidina - Makvidina -

FIGURA 2.20.

Se advierte, a partir de los esquemas precedentes, que los sustituyentes en el
anillo B generan las diferentes especies de antocianidinas
En base a la exposicion anterior, se puede establecer la siguiente regla general;

los sustituyentes metoxilo incrementan Ia tonalidad roja en las antocianidinas, en tanto
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que la hidroxilacion la incrementa hacia el azul. Esto se traduce en un cfecto
batocromico en el maximo de absorcion. Lo anterior se cumple cuando se tiene el
pigmento puro.

Sobre el nimero de estos compuestos, se afirma que son aproximadamente 150
antocianinas abundantes en la naturaleza y alrrededor de 20 antocianidinas
identificadas (2),

B. Usos e importancia de las antocianinas, Estos pigmentos comparten las
propiedades sefialadas para los flavonoides, Bruneton (5) afirma que inducen un
aumento de !a regeneracion fisiologica de la pirpura retiniana. Por electroretinografia
se ha demostrado que aceleran la adaptacion de la retina a 1a vision nocturna,

Compuestos atéxicos y que no presentan incompatibilidad, se utilizan como
colorantes en farmacos y alimentos (vease tabla H del Apéndice I). De los primeros, sc
pueden citar drogas obtenidas del arindano (Vacci'nium myrti”m L.), grosellero negro
(Ribes nigrum L.) y de la vid (Vitis vinifera L.), en donde el principio activo 1o
constituyen entidades antociénicaé. |

La funcién de las antocianinas en las plantas sigue siéndo incigha. Se hva
sugerido que probablemente estan involucradas con la respiraciéri (1), Por otra péne.
los colores de las flores atraen insectos, los cuales realizan 1a polinizacion. El 'color de
las hojas en el otofo es generado por la accion conjunta de las aﬁtpcianinnas' y los .
carotenoides. | |

C. Efecto del pH. El catién flavilio (I) es deficiente én electrones v, en '

consecuencia, muy reactivo. Es estable solamente a valores de pH muy bajos. Con ¢l
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incremento del pH se transforma progresivamente en el compuesto incoloro cromenol
(1), o pseudo-base carbinol; en el intervalo de pH entre 6 y 8 se produce, por la

formacion de quinoides (Ill) y bases ionicas anhidras (IV), una intensificacion en el

color.
Cation flavilio OH Pseudobase carbinol QM ol

(cromenol)
H

HO (0)
# OR

HO
(1) pH=4,5, incoloro

pH=7,8, azul oscuro

(V)

Chalcona

pH=7,8, ncoloro 6 amarillo

(V)

FIGURA 2,21,
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A pH de 7 a 8 el compuesto (IV), por apertura de uno de los anillos, se
transforma en chalcona (V), de color amarillo o incoloro .

Por lo expuesto, el color de estos pigmentos cambia de acuerdo al plly el caso
mis comin es que a pH bajo el color predominante es el rojo, y a pH alto, ¢l azul, o
bien, el amarillo, color tipico de los flavonoides a pH alcalino. Counsell (10) propone
una serie de valores de pH y sus respectivos maximos de absorcion en el espectro
visible asociados al comportamiento del Polvo de Antocianina E163 (tabla F del
ApéndiceI).

La estabilizacion del color a pH mas alto es posible solo en presencia de iones
métalicos de alta valencia, como A3+ y Fe3*, por formacion de complejos de color
azul oscuro.

Las antocianidinas libres se descomponen a valores attos de pH, pasando por el
estado de cromenoles (I) y a-dicetonas (V1) iiasta dar aldehidos (VII) y dcidos

carbonilicos (VIII).

HO OH :
R
- CHO +

HooC .
H _

(vi) (Vi)

FIGURA 2.22,
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Recientemente se ha descrito un nuevo tipo de antocianinas que muestran una
respuesta diferente al pH. Se trata de compuestos que tienen sustituciones azicar en el
anillo B del orden de 2 o mds grupos acilo. Un compuesto de este tipo
(tricafeoilcianidin 3,7,3-triglucésido), se ha observado que tiene una estabilidad
extraordinaria porque no se produce [a- forma pseudo-base carbinol delido al
impedimento estérico de los grupos acilo. Cinco compuestos con sustituciones aziicar
en el anillo B se han registrado hasta la fecha (17).

Citando el trabajo realizado por Mazza y Brouillard (32), se encontrd que cierto
tipo de antocianinas podian mantener su estabilidad hasta pH neutral debido a que
presentaban una constante de acidez alta. Por su parte, Brouillard realizé un trabajo con
una antocianina proveniente de Zebrina pendula (4), donde encontrd una estabilidad
excepcional cerca de pH neutro debido también a una constante de acidez grande y al
impedimento estérico de grupos acilo, resultando condiciones desfavorables para que
interactuaran nucleéfilos -en particular el agua- sobre el flavilio.

D. Efecto de la temperatura. Se puede decir que lé tempé}atura alta, en
general, contribuye a la degradacion de la antocianidina, y mds pronunciadamcme en
adicion a otros factores: oxigeno y pH, éste tltimo es vdetenninante. Debido a su acidez,
" la mayoria de las frutas que contienen antocianinas normalmente no experimentan‘
cambios de color indeseables en el cocinado, salvo cuando el color es éxtrax’do por el
agua. A nivel industrial, esto résulta inconveniente, ya que es necesario afiadir otros

aditivos para la retencion del color.
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E. Ffecto del oxigeno y la luz. El oxigeno tiene un efecto negativo en la
estabilidad de la antocianina, esto se aprecia sobre todo en fos vinos. La velocidad de
oxidacion depende del pH de la solucion, su temperatura y la concentracion del
pigmento, En la industria alimentaria no constituye un efecto de suma relevancia. Los
productos que conticnen antocianinas no parecen ser afectados por la luz solar (19)
(26),

F. Reacciones de condensacién, Se ha observado que la degradacion de las
anfocianinas va acompafiada de la del acido ascorbico, de tal manera que en muchos
casos la oxidacion de Ia vitamina C implica una decoloracion. También los aziicares
reductores, sobre todo la fructuosa, parecen afectar al pigmento, porque se ha pensado
que el monosacirido, a pH y temperatura elevados, se descompone en hidroximetil-

furfural y en furfural, que son los que en realidad atacan a las antocianinas.

R
0
—
4]
$Hon
CHzOH
Acido ascorbico

FIGURA 2.23.
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Otras sustancias que degradan el color serfan los aminoacidos y fenoles, entre
otras, por medio de reacciones de condensacion con los pigmentos, cuyos productos
probablemente son muy complejos.

G. Reaccién con SO, La adicion de SO; conduce a la decoloracion de las
antocianinas, generando compuestos del tipo carbinol basico (IX) 6 (X), mediante
reacciones de adicion simple en las posiciones 2 ¢ 4. El efecto es reversible, pues basta
acidular a pH=1, calentar, o bien, agregar un compuesto carbonilico, etanal por
ejemplo, para regenerar el color. Puesto que los compuestos del tipo (XI) no reaccionan

con el §O7, parece més probable que el compuesto formado sea el (X).

(xa) ST

FIGURA 2.24..




Esta reaccion se verifica con los aditivos empleados en la conservacion de los
alimentos. Cabe indicar que estas mismas formas sulfonicas ejercen un efecto
estabilizador sobre el enlace glicosidico y evitan la hidrolisis de la antocianina.

H. Reaccién con peréxidos. Se ha sugerido que durante el proceso de
descomposicion de las antocianinas en presencia del acido ascorbico, la autoxidacion
del HyOy es el responsable de dicha degradacion. Esto no ha sido del todo
comprobado, pero no hay duda de que la estructura catidnica del flavilio es muy
susceptible al ataque nucleofilico del peroxido.

Estudios recientes conducen a proponer estructuras incoloras tales como
benzoato-enolica (XI1), benzoil-éster (XIII), fenilbenzofurano (XIV) o ceto-diol (XV),

como productos resultantes de la aceion del peroxido, dichas estructuras se representan

a continuacion:
OH
@:/(t——co -OH @o——co~—
CH """COOR .
(XI1) (XI1)

FIGURA 2.25.
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I. Efecto enzimitico. Las antocianinas pueden ser afectadas por la accion de
enzimas endogenas o las que provienen de los hongos y que tienen actividad de B-
glucosidasa (antocianidasa), que hidrolizan el enlace glicosidico en posiéiéu 3,
produciendo la aglicona correspondiente, la cual es mucho mads inestable que la
antocianina,

Por tener estructuras fendlicas, estos pigmentos son atacados por las fenolasas;
cuando existe catecol, la peroxidasa los degradzi ripidamente, cuando aquél se
transforma a o-quinona, oxidando a los pigmentos. Una vez mds, el mecanismo de
accidn de las enzimas no ha sido enteramente esclarecido.

J. Complejos metslicos. Algunas antocianinas tienen grupos hidroxilo
vecinales, lo que les permite fornar complejos con metales.

Se observd que' los pigmentos de antocianina rojos pueden aislarse de ﬂorés
azules (azulejo o Centaurea cyanus) y esto condujo al halla_zgo del fenémeno de -
copigmentacion, o sea, la asociacion de antocianinas con ﬂa&b_noides ;unarilloé y otros

polifenoles; se encontraron complejos con metales'como‘Al, Sn, Fe', Cu‘, Ca, Mg, Né‘ yv

* Ky también con aminoécidos, proteinas, carbohidratos, pectinas, entre otros.

‘FIGURA 2.26.
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Cuando se forman complejos con hierro, aluminio y estaiio, éstos presentan una
tonalidad azul, gris o gris-pirpura. Esta es la razén por la cual los alimentos que
contienen antocianinas -principalmente las frutas- deben almacenarse en latas
esmaltadas o laqueadas, de lo contrario, se presenta el fendmeno de corrosion.

Si la antocianina forma un quelato, se produce un efecto estabilizador del color.

Un trabajo de sumo interés es el que desarrollé Kondo y colaboradores (27),
trabajando con las flores azules de Commelina communis; luego de aislar el pigmento
azul responsable del color de los pétalos de dichas flores procedieron a preparar
complejos con cadmio (Cd2*), y también con otros metales, obteniendo la estructura
cristalina de tal complejo, mediante rayos X. Realizaron la sintesis de un complejo con
magnesio, la antocianina en cuestion -malonilawobanina, una delﬁnidina-_ y
flavocommelina, una flavona. Finalmente, sus estudios los {levaron a concluir que el

“
conjunto de los componentes antes sefialados constituye el pigmento azul de las flores

en investigacion, Afirmaron que la estabilidad y comportamien.to de tal compuéstb se .

explicaba en funcion de tres fenomenos: acomplejamiento, a quicn se ‘debia la

estabilidad, autoasociacion y copigmentacion,  También establecicron que la posicion

quelante es la orto, para los grupos hidroxilo del anillo B de la antocianina, Por ltimo,

esta investigacion es la primera en reportar un estudio cristalografico de complejos-de -

antocianina.
K. Métodos de aislamiento y caracterizacién. En tabla 2.5, se presenta un

esquema general, que dard idea de los puntos basicos que implica este topico.
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TABLA 2.5 METODOS DE AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION,

METODO CLASE

Extraccion Solido-liquido

Liquido-liquido

Cromatografia Capa fina
Papel
Columna

Gas

Espectroscopia Visible y ultravioleta
Resonancia

magnética nuclear

K.1. Extraccién. Las antocianinas son hidrosolubles y, por lo tamo,‘ge’
disuelven en disolventes polares, La fonna tradicional de extracr estas sustancias es -
utilizar soluciones alcoholicas ligeramente aciduladas. Se trabaja con el material
vegetal seco, de preferehcia, y .se sugicre emplear metanol, pbr tener: un: punto de‘ '
ebullicién bajo en relacion a otros alcoholes superiores.

Cuando se trabaja con mz_ttélia] fresco, es recomendable el uso de disolventés
absolutos; si se tiene material seco o predominantemente lefioso es conveniente ‘utili‘zar'
soluciones alcohélicas con égua, para facilitar la remocion de glicésidos. En el caso clé

las agliconas, se propone el uso de disolventes no polares como benceno, cloroformo,
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En el caso de Ias antocianinas, se emplea una solucion de metanol con 0-1 % de
HCH 6 algiin otro dcido suficientemente volatil. La acidificacion previene la oxidacion
y, como se recordara, garantiza la estabilidad de la especie. Se reporta ¢f uso efectivo
de alcohol amilico o bien el sec-butanol, este altimo demostrd ser {til en la remocion
de compuestos antocidnicos en fase acuosa, a fa cual se haya afiadido NaCl 6 MgSQy.

El proceso normal de extraccion se efectiia macerando el vegetal con el
disolvente. En ciertos casos se sugiere utilizar ¢l Soxhlet, pero esto implica el riesgo de
emplear un exceso de calor, que podria degradar las sustancias involucradas. En la
separacion colectiva de flavonoides, se empleard un disolvente polar de los ya
mencionados para extraer de una fase liquida con aquéllos en solucion a las
antocianinas.

Cuando ya se ha ‘obtenido un extracto crudo, es recomendable realizar una
extraccion con fase solida, a saber:

-Polivinilpirrolidona (PVP)

-Octadecilsilano

-Sephadex G-25

-Sephadex LH-20

-Poliamida

-Resinas de intercambio ionico

-Aliimina dcida
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El método es simple. Una columna que sirva para realizar eluciones sucesivas
con un disolvente apropiado para usarse con adsorbentes poliméricos y se tendrd Ja
purificacion requerida. El metanol acidulado es el disolvente sugerido para este caso.

El paso siguiente es el andlisis del extracto crudo de antocianinas, que se lleva a
cabo normalmente por medio de la cromatografia.

K.2. Cromatografia, Se puede hechar mano de la cromatografia bidimensional
en papel, o bien, la cromatografia de capa fina.

Harbone (22) es el autor que ha registrado el mayor nimero de antocianinas con
sus respectivos valores de Rf trabajando con PC (paper chromatography). En la tabla
D del Apéndice I se encuentran valores experimentales correspondientes a esta técnica.

Por lo general, el cromatograma se corre primero con una mezela acidulada
alcoholica, por ejemplo:

n-butanol-acido acético-agua, BAW (6:1:2 6 4:1:5)

t-butanol-acido acético-agua (3:1:1)

Al cabo de esto, se emplea dcido acético diluido (2-15 %). En.casos de

cromatografias bidimensionales se puede usar como segundo - disolvente alcohol

bencilico-alcohol terbutilico-propanol-agua (3:1:1:1). Otra mezcla es el llamado

Forestal, agua-dc. acético-ac. clorhidrico conc. (30:10:3).

Cuando ¢l cromatdgrama se ha secado, s¢ puede soineter a vapores de amonfaco
concentrado y en seguida se examina con luz visible y después con luz UV de longjtud
de onda larga. Se sugiere aplicar un spray a base de 1 % de AICI3:6Hp0 6 AIINO3)3 al ,

50 % en metanol o etanol antes de aplicar luz UV, ya que se acentuan las manchas
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sobire el cromatograma; las antocianinas farman quelatos azules de enorme estabilidad.
El ntmero, la posicion y los colores de las manchas se marcan can un lipiz. Para
ilustrar este recurso experimental, obsérvese la figura | del Apéndice 1.

Uno de los factores determinantes del Ry es el niimero de unidades de azicar
asociadas a la antocianidina, es decir, a mayor nimero de aquéllas se reduce el Rf en
BAW y en BuHC! (n-butanol-dc. clorhidrico 2 M, 1:1); crece el valor del Rp si se trata
en HCl al 1% (iic. clorhidrico conc.-agua, 3:97).

Las antocianinas se reconocen por los colores de las manchas en el papel: los
glicosidos de pelargonidina son de color naranja, los de cianidina y peonidina son color
magenta y los glicosidos de delfinidina son de color mnalva (22).

Cuando las antocianinas liénen elementos acilo, también se observa un cambio
en el Rp y por el hecho de que, durante una nueva cromatografia de la muestra o
bidimensional, da origen a dos manchas, debido que el grupo acilo es muy labil. Véase
¢l Apéndice | (tabla D) para apreciar el efecto antes mencionado,

El papel para cromatografia puede ser de diferentes tipos, por ejemplo, cf pupcl
filtro Whatman no. 3 (20) ¢l mds comim- o no. 1 (14); la bibliografia pucdcv'
praporcionar més detatles (28),

La cromatografia de capa fina (TLC, thin layer chromatography) tiene cierta
ventaja -en tiempo- sobre Ia PC. La desvcﬁtuja de aquélia radica enla corta estabilidad
det color y por la falta de control sobre el espesor de la fase estaciunaﬁa sobre la placa.

Las antocianidinas se separan sobre gel de silice con una mezcla de acetato de

etilo-dc. formico-ac. clorhidrico conc. (85:6:9). Las antocianinas pueden separarse
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sobre celulosa 0 una mezcla de ésta y gel de silice usando disolventes similares a los
usados en PC.

Un tercer tipo de cromatografia cs el designado como comatografia de columna.
Esta técnica ofrece, en general, una prominente ventaja sobre los otros tipos de
cromatografia. Por ejemplo, la altintina, es util para separar antocianinas que tengan un
solo grupo hidroxilo libre en el anillo B del resto con inds de uno de éstos; se ha
utilizado alimina, celulosa, resinas de intercambio ionico y gel Sephadex en columnas
abiertas con resultados negativos y, en cambio, la poliamida ha mostrado una buena
retencion, pero con una resolucion pobre; los mejores resultados se han registracdo con
PVP.

Dentro de la categoria anterior, se distingue la técnica conocida por sus siglas
en inglés como HPLC (hig performance liquid chrbmatography) 6 cromatografia
h'q.uida de alta resolucion, la més utilizada en los tltimos afios. Permite la separacion.
mas exitosa de antocianinas y antocianidinas, siendo ejecutada Vbajo_ la modalidad de
HPLC en fase reversa (RP-HPLC). ‘

La RP-HPLC requiere de columnés. con fases estacionan;as tales como
uBondapak Cyg o LiChrosorb RP-18. Esta técnica ofrece resultados excelentes eli
cuanto a sensibilidad y datos cuantifativos én un corto tiempo, rélativame‘nte.lLa HPLC
en combinacion con otros nétodos auxiliares (electroqufmicos, espectroscopia UV-
visible, etc.) permite caracterizar a los pigmentos.

Los disolventes empleados -como se sospechard- son mezclas de diferentes‘k

componentes aciduladas:;
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-Agua-ic. acético-metanol (71:10:19)

-Combinaciones de 1-5 % de H3POy, 20 % dc. acético 6 20 % de acetonitrilo en
agua

-Ac. Formico al {0 % (p/v)

Este dltimo cs el mis usado en RP-HPLC. Ef pH es aproximadamente 1.9. Otros
acidos utiles son el trifluoroacético, e inclusive, el perclorico.

El promedio del tamaifio de particula para el empacado es normalmente de 3y 10
mm. La fase estacionaria debe elegirse entre las convencionales segun sea el indicio
que se tenga sobre ¢f tipo de pigimento a caracterizar (28),

Generalizando, se puede afirmar que el orden de elucion de las antocianidinas
en RP-HPLC, de acuerdo a la polaridad, en orden progresivo es

-delfinidina

-cianidina

-petunidina

-pelargonidina

-peonidina

-malvidina

No siempre es posible realizar una separacion exitosamente. Cian’idi‘n i 3-
glucosido es- virtualmente jnxposible de separar de cianidii 3-galactosido via lv’C‘\ )
cromatografia de columna, . ‘

La técnica de HPLC ofrece la ventaja de revelar las diferentes propdrcionés d¢ ‘

las antocianinas presentes en una muestra. En el analisis de los vinos resultan de,'gran
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utilidad los perfiles de antocianinas para clasificarlos geograficamente. El color del
vino, en muchos casos, estd asociado al tipo y cantidad de sus antocianinas.

Resta mencionar que la cromatografia de gas se ha empleado en casos aislados,
Las antocianinas tienen una volatilidad reducida y requicren un tratamiento especial
para sometérseles a esta técnica. A pesar-de ciertos experimentos muy exitosos, la
estabilidad de los pigmentos implica un serio problema. Diffcilmente es pasible
asegurar que no se han degradado. El empleo de cromatografia gas-liquido y la
espectrofotometria de masas han sido reportados en el aislamiento de agliconas y
aziicares.

K.3. Espectroscopia. Este es el recurso que sirve como apoyo y herramienta de
caracterizacion de los pigmentos. Una inspeccion general sobre los flavonoides
conduce a la tabla 2.6, donde se presentan datos tipicos para este pardmetro, Véanse,
ademds, la tablas B y E, el articulo G y los espectros adjuntos del Apéndice 1 para
ilustrar esta seccion,

Sobre los valores descritos en la tabla anterior, es preciso récaléar que la
absortividad serd afectada por el pH -cn el caso de las antocianinas- 'y los datos
bibliogrificos coinciden en sefialar que los méximos valores en el visible se han =
obtenido a pH <2. | |

Normalmente, se emplea metanol ligeramente acidulado ~para obten;:r'los
espectros en el visibley UV, Laadicion de un dlcali causa un efecto de desplazamiento -
en vari.os‘ﬂavonqides. En algunos casos es posible usar 5uétancias de ese tipo’ "co‘mo

acetato de sodio y AICl3, éste titimo con propiedades de agente quelante, Los cambios
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en la longitud de maxima absorcién (A méax.) producidos por estos reactivos conducen a
ditucidar patrones de hidroxilacion, por citar un ejemplo. Las antocianinas contiencn
grupos hidroxilo en posicion orto en el anillo B, que implica la formacién de complejos

con el aluminio; se tendra entonces un desplazamiento en la A mix.

TABLA 2.6. DATOS ESPECTRALES PARA FLAVONOIDES EN LA REGION

DEL VISIBLE
FLAVONOIDE LONGITUD DE ONDA DE
MAXIMA ABSORCION
(A MAX. , nm)
Antocianinas 500-530
Flavonas y flavonoles 330-375
Chalconas y auronas | 370-410
Flavanonas 250-300 B | v ;
Leucoantocianidinas y 280 | : R :
catequinas |
Isoflavonas 250-296

Para la espectroscopia ultravioleta (UV), los valores tipicos correspondientes a
las antocianinas y sus agliconas oscilan entre 270 y 280 nm como A max. La

informacion obtenida a partir de los espectros UV ordinarios es més rica cuando se
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afiade un agente de los ya mencionados anteriormente. En el caso de las antocianinas,
cuando se afiade un alcali, pierden su estabilidad.

Los espectros de flavonoides del tipo infrarrojo (IR) se han analizado y se
encontro que los hidroxilos fendlicos absorben a 3300-3140 cm"1, los grupos carbonilo
a4 1660-1650 en flavonas , flavonoles e isoﬂavonasl y 1640 en las flavanonas. Las sales
de antocianinas dan sefiales intensas a 3200-3100 y 1720-1700, y ancha a 1000, 1020-
80 eml.

En cuanto a la técnica de espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN), al inicio de los estudios con flavonoides se encontrd ¢l obstdculo de su
insolubilidad en los disolventes convencionales itiles para este tipo de espectroséop(a,
esto es, CCly y CDCl3 (cloroformo deuterado). Se encontré posteriormente que el
trimetilsilil éter (”leS) de los flavonoides se disolvia en CCl4 y que -el
hexadeuteriodimetil sulféxido (DMSO-dg) -disolvente polar- también resultaba wtil
para este fin,

La espectroscopia RMN se ha desarrollado nbtablémente“a‘partir de 1980,
aproximadamente. La literatura consultada reporta con mas frecuencia datos de UV y
visible. De hecho, no se encontré la generalizacién de los datos espeétroscépicos‘RW
para caracterizar a las antocianinas y sus agliconas. Los ‘TMS éter de lés'ﬂaVohoi_des,
en general, presentan sefiales de 085 é.p.m (la eécala 8 relativa a 'I"MS) pero la regi(m‘k’ :
mas infonﬁativa desde el punto de vista de los sustituyentés sobré 'los anillos Ay B es  '
en el rango de 5.75-8.2 p.p.m; para las agliconas de los flavonoides sin grupos‘:r‘netoxilb-

este es el inico rango de absorcién (20),
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K.4. Otros métodos experimentales. Es conveniente solo citar algunos métodos
cuya relevancia es menor respecto a los antes sefialados, pero que conforman el
contexto de la quimica experimental de las antocianinas:

-La cromatografia o contracorriente (CCC, counter-current chromatography),
similar en ejecucion a HPLC.

-Electroforesis, cuyo principio ¢s la naturaleza ionica del pigmento. Los
resultados mas importantes se han obtenido en papel.

-Precipitacion de complejos, principalmente con acetato de plomo (15) (43),
donde éste forma el quelato correspondiente. Otros agentes precipitantes son el 4cido
picrico, acetato de potasio, piridina e hidroxido de bario (40),

K.5. Hidrélisis de antocianinas, La forma convencional de obtener las
agliconas o antocianidinas ¢s someter el material vegetal -frescoo seco- & ‘ebulliciéﬁ en
alcohol acidulado o bien una simple solucion acuosa dcida,

Hmbone (22) sefiala que el vegetal se calienta en una solucfén 2 M‘\‘d_c HCI"
durante 40 min, a 100°C. Se tamiza el pigmento y se extrae con acéta&o dev‘e{ilb pé;ra
remover trazas de flavonoides. La fase acﬁosa se sométe a caléntamienb ofros 3 min. a
80°C para eliminar el acetato de etilo. Se procedé a\ext’raet el pigm@:xito con al;:ohol |
amilico y se concentra hasta sequedad.

En este punto ya se tiene la antocianiding, a la cual se puede analiiar por

cromatografia u otro recurso para su identificacion.
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CAPITULO 3

TRABAJO EXPERIMENTAL




3.1. OBSERVACIONES PRELIMINARES,

3.1.1. EL PUNTO DE PARTIDA: INDICIOS DE LA PRESENCIA DE UN
PIGMENTO DE LA ESPECIE ANTOCIANINA.

Para iniciar este trabajo, se observd que Justicia spicigera Schil. tiene un
colorante hidrosoluble, de tono rojo intenso y vi;ualmente lamativo. Se realizo una
bisqueda bibliografica -la cual se present6 inicialmente en este trabajo- sobre la planta
en cuestion y los diferentes tipos de p.igmento;; vegetales; esto fue Gtil para concluir que
las antocianinas eran las que mds se asemejaban al mencionado colorante hidrosoluble.

3.1.2. FORMA DE ADQUISICION DEL VEGETAL.

El vegetal fue adquirido en el Mercado de Sonora de la Cd. de México, a granel,
sin frutos ni rafces y fresco. Es pdsible encontrar ejemplares con flores durante la |
primavera y verano.

3.1.3. ASPECTO FISICO Y SOLUBILIDAD.

El vegetal tiene hojas y tallos verdes, éstos ultimos de c@nsi'sténcia efiosa
cuando son maduros y se éproximan a la raiz. Las flores son de forma ‘tubu]ar y
angosta, con cinco pétalos soldados entre si y de color naranja-rojizo. . ‘

Si se parte una hoja o un talio con la-mano no hay rastro ’de, ningin pigmenio
que no sea clorofila. |

El vegetal forma soluciones coloridas en agua, lo mismo en fiio “que en caliente; ‘. ‘
aunque en el primer caso es necesario macerarlo para que libere el pigmento

ficilmente. Este presenta tonalidades que van del rojo intenso al rosa palido, * de
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acuerdo a la concentracion, con ciertos tonos azules, estos ultimos a veces
imperceptibles a simple vista. El olor de 1a solucion es tipicamente herbal.

El colorante también puede ser extraido con una mezcla de etanol-agua (1:1) en
frio, macerando el vegetal; cuando se afiade a éste acetato de etilo se obtiene una
solucion de color verde, y al evaporarse quedan residuos de aspecto graso, del mismo
color, por lo que se presume la presencia de clorofila, fundamentalmente, en este
extracto. Lo mismo sucede en el chso del hexano; se obtiene un extracto verde
amarillento, cuyos residuos también presentan aspecto graso.

Por ltimo, se aclara que en todos los casos se trabajo con el vegetal seco,
triturando hojas y tallos separadamente. En las mediciones de pH se empled papel

indicador universal Merck.

3.2. PRUEBAS DE ESTABILIDAD,

3.2.1. EFECTO DE LA TEMPERATURA.

PRUEBA A. 2 g de hojas y la misma cantidad de tallos se maceraron en 30 ml
de agua fiia -separadamente- hasta obtener unas soluciones intensamente coloridas; 'una’
vez filtradas ambas, se procedié a afiadir agua al extracto asi obtenido hasta un
vélumen de 200 ml, aprovechando el residuo vegetal separado mediantc,k varias:
adicione§ del liquido, en sendos vasos de prgcipitzldos. Utilizando una parrilla elébtricd,
se calentaron ambas soluciones, hasta alcanzar el punto de ebullicion a una temperatura
de 95°C, aproximadamente, dqjando transcurrir 10 minutos y deteniendo el ‘proceso."

Los vasos de precipitados se dejaron a la intemperie, destapados, durante 24 horas.
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Se continud calentando las soluciones remanentes hasta evaporar toda el agua,
manteniendo el rango de temperatura entre 80 y 90 °C. Los vasos s¢ dejaron enfriar a
temperatura ambicente y se procedio a aiiadir agua fria al residuo contenido en cllos, en

la misma cantidad hasta detectar algin cambio.

TABLA 3.1. PRUEBA A,

HOJA | [1] Extracto acuoso de color rojo intenso a temperatura ambiente.

[2] Después de concentrar el extracto mediante calentamiento, se
observa un tono café-rojizo, muy intenso, en la solucion,

[3] Al cvaporar toda el agua se observan residuos de color
practicamente negro en el fondo y paredes del vaso de precipitados.
[4] Al agregar agua al residuo se observo la aparicion del color rojo

| inicial, persistiendo material negro insoluble, atn agitando. ;

TALLO | [1] Extracto acuoso de color rojo a temperatura ambiente, de nichor
intensidad que el de hoja, comparativamente,

[2] El extracto coneentrado a la mitad del volumenk tnicial presenta
una tonalidad roja, similar a la precedente.

[31y [4] aplican.

CONCLUSION. El colorante resistio el calor y los residuos de color negro

pueden ser aziicares y material orgdnico calcinados.  Cuando se ha concentrado ¢l

extracto acuoso y después del calentamicnto, es de creer que la tonalidad café-rojiza
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(observacion [2] para la solucion de hojas) obedece a la presencia de taninos.
Cualitativamente, éstos parecen estar en mayor proporcion en las hojas que en los
tallos.

PRUEBA B. En esta prueba se elaboraron soluciones de hojas y tallos en la
forma ya descrita en la seccion precedente, nuevamente 200 ml de cada material en
sendos vasos de precipitados. Se tomaron muestras de 10 ml de cada solucidn en tubos
de ensayo, para que sirvan como testigos, asignandoles la letra T, la letra H, en el caso
de la solucion de hojas, y Ia letra t, para distinguir a los tallos. En una parrilla eléctrica
se calentaron ambas soluciones hasta una temperatura entre 45 y 50 °C, tomandose
muestras de 10 ml en tubos de ensayo, etiquetados con el nimero I.  Una Qez que la
temperatura alcanzo los 70 °C  se tomd otro par de muestras, las m'unéro 2.,
Finalmente, se dejo que los extractos alcanzaran la ebullicién, aproxinmdamente 295°
C.y al cabo de 10 minutos se suspendio el calentamiento. Se tomaron las muestraé
correspondientes, asignandoles el niimero 3, Todas las muestras fueroﬁ Expn’estas al

medio ambiente durante 48 horas.

TABLA 3.2, PRUEBA B.

Tt -} [1] La solucion fue de color rojo. Al cabo de 2 dias presenta una capa
sobrenadante de color blanco, en cuya cima se nota una capa mas
tenue de color rojo. El resto de la solucion es ligeramente turbia'y

blanquecina, pH~S.

it {[2] Apl ica observacion [1].
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2t | {3] Aplica observacion [1], salvo ¢l pli=6.

3t | [4] Inicialmente la solucién presentd un color rojo con tintes azules. Al
final de 2 dias, la solucion aiin conserva el color, pero ya hay traza de

una banda superior, como una fase mis ligera, de color rojo. pH=o.

TH | [5] La solucién presento un color rojo intenso. Después de 2 dias se

conserva el color, practicamente inalterable. pHx7

IH |[6} Aplica observacion [5], salvo que se percibio trazas de

decoloracion y la capa blanca sobrenadante similar a la sefialada en {1].

2H | [7] Aplica observacion [5], afiadiendo la notoria banda rojiza similar a

la de [4].

3H | 8] La solucion inicial estaba coloreada de tono rojo-café intenso. Al
cabo de 2 dias, se aprecié una pérdida del coldr inicial, tornandose el
liquido amarillo palido; en el fondo del tubo se observo un liquido 0
masa de color café muy oscuro, en tanto que una capa ‘suberior, coxi;b_ )

una fase ligera, presento el color rojo de las soluciones iniciqles.

CONCLUSION. La tempcraﬁnm parece 1o ser un elemento determinante en fa
decoloracion y descomposicion del pigmento en solucion équosa. La presencia de‘ Ia
capa sobrenadante de color blanco y lu de color rojo sugjere -probal)lémeme- algin ti‘po :
de actividad enzimatica, que aparentemente no degrada al pigmento rojo‘en su

totalidad. El cambio de pH -mas icido en el caso de los extractos ‘sometidos a
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calentamiento- sugiere un proceso de fermentacion, favorecido por el oxigeno disuelto
en el agua y el ambiental,

El color amarillo y 1a masa de color café observado en [8] puede atribuirse a los
taninos, los cuales -cualitativamente- también parecen estar en mayor proporcion en las
hojas que en los tallos de Justicia spicigera.

3.2.2, EFECTO DEL pH.

Se preparararon dos soluciones acuosas de hojas y tallos, por separado, de
forma andloga a la sefialada en la seccion 3.2.1. En esta prueba, se diluy6 con agua
hasta que las soluciones se tormaran transparentes -sin que se perdiera el color- y se
colocaron 10 ml en 12 tubos de ensayo, 6 de ellos para cada solicion,

Para fines de comparacion, se reservaron dos tubos con solucién de hoja y tatlo,
designados con laletra T, respectivamente, empleando la nomeniclatura propuesta en la
secci6n anterior. Se procedi a acidular los tubos numerados como 1y 2 con solucién
de hojas, a pH~2 y pHw4, respectivamente, aﬁadiend6 g(yatas‘de HCl al 10 %. :Lbé tubos
numerados como 3,4 y 5 se alcalinizaron haéta un pH aproximado de 9,1 1 y 13’, para
lo cual se empled una solucién de NaOH al 10 %. El mismo procedimiento ‘.se éplicé.a
los restantes tubos de ensayo con la solucién de tallos. |

Los tubos permanecieron 24 horas expuestos al medio ambiente, es ‘decilr, lui ‘
solar y aire. »

Posteriormente, se repitid el mismo ensayo, pero reduciendo la f‘ca'nkt‘i(‘lad’ de.

vegetal empleado para preparar las soluciones y se observé que no aparecia el

precipitado en medio acido ni en alcalino. La intensidad del color al cambio de pH -
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también pudo asociarse a la cantidad presente del vegetal en solucion, apareciendo los
colores més palidos al disminuir aquélla. Por comparacion visual, se advirtié que a
igual cantidad de tallos y hojas les correspondia una solucién acuosa de color diferente
-como en ¢l caso del efecto de la temperatura- siendo mas intenso ¢l producido por
hojas. También los precipitados fueron inés abundantes en las soluciones de éstas,

Para concluir este ensayo, se observd que las soluciones a pH=2, una vez
filtrado el s6lido contenido en ellas, padian regenerar el color rojo tpico del pH neutro,
por adicion de NaOH al 10 %. En el caso de las soluciones alcalinas; a pH=9, dicho
fendmeno también pudo ser apreciado al acidular hasta pH neutro y también a pH acido
se percibi6 la coloracion naranja ya sefialada,

Véase la tabla 3.3. con la descripcion de los fendmenos observados en esta

prueba,

TABLA 3.3. EFECTO DEL pH. .

TH [ [1] Coloracién roja, con ligeros tonos azules, brillante, transparente ‘a ‘

simple vista. Después de | dia hubo decoloracién.

IH [[2] Al afiadir el acido la solucién se tomd naranja brillante, |
transparente; después de | dia se observd la aparicion de un precipiiado e

de color rojd, de particulas inuy finas.

2H | [3] Aplica la observacion anterior, excepto la aparicion del precipitado. -
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3H | [4] El color de la solucion se tomd mas roja al contacto con la solucion
de NaOH. Al cabo de | dia, se observo un precipitado verde palido, de

aspecto gelatinoso, y la solucion tenia un color verde amarillento.

4H | [5] Aplica observacion [4].

SH | [6] Aplica observacion [4], haciendo hincapie en el hecho de observarse

la mayor cantidad de precipitado.

Te | [7) Aplica observacion [1].

It | (8] Aplica observacion [2].

2t 1 [9] Aplica observacion [3].

3t | [10] Aplica observacion [4].

4t 1 [11] Aplica observacion {4].

St - {[12] Aplica observacion [4].

CONCLUSION. El extracto acuoso de Justicia spfcigera es sensible al cambio
de pH. El color naranja obsewédo a pH~2 se puede atribuir -a Ia v‘presencia
predominante del cation flavilio; en el caso det color de las soluciones cuyo pH fue |
alcalino es sefial de que existen flavonoides hidrosolubles -cuyo color al pH seﬁalzxdd ‘
gcnerélmente es amarillo- y, siendo azul el color de la especic antocianina en ese
medio, se obtiene e matiz v¢rdevpor combinacidn de los colores 'xne‘n;ionhdos.
También lé presencia del céti_én Fe3* genera Ja tonalidad amarilla y, no es deScartable,‘

esto puede explicar la presencia de dicho color en la solucion acuosa.
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El cambio de color es reversible, obedeciendo al pH del medio. Notese que el
pH=~9 es muy allo, tratandose de la estabilidad de las antocianinas y. no obstante, se
pudo comprobar la reversibilidad del color. El pigmento se comporta como un
indicador acido-base.

Cualitativamente, se sugiere que existe una mayor cantidad de colorante en las
hojas que en los tallos, por partir de soluciones hechas con iguales cantidades de uno y
otro material, en iguales volimenes.

Los precipitados obtenidos en esta prueba son de hieno, presumiblemente,
debido a su color, apariencia y las condiciones de pH bajo las-cuales se formaron
(véase en el Apéndice H, grafica de E° vs pH para el hierro 'y la seccion
correspondiente a la quimica analitica del hierro). Se sugierc que las soluciones acuosay
de hojas aportan una cantidad superior de ambos tipos de precipitado a las'gelxeradz;s
por las soluciones de tallos. | .

Quedara pendiente para un ensayo posterior la identificacion de los prccipibtados
presentes en esta prucba (seccion 3.4.).

3.23.  COMPORTAMIENTO = DEL  EXTRACTO = ACUOSO
CONCENTRADO. |

La prucba cansistio sencillamente en obtener varios extrabtos -¢n frio- de tallos
’y hojas, disponiéndolos en vasijas o recipientes abiertos, completamente expuestos a
luz solar y aire, permitiendo que el agua se evaporara. Se dejaron cn estas COn(HCiénes
por.un periodo de 6 meses. Las observaciones corresmhdientcs s¢ ilustran en 1a tabla

3.4.
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Cabe sefialar que los extractos presentaban la formacion de corpiisculos de color
blanco o una capa de color blanco, tenue, y un olor muy similar al de los frutos
fermentados cuando el lquido no lograba evaporarse antes de la degradacion. También
en este caso se realizaron soluciones para probar el efecto del pH, siendo los resultados
similares o los seflalados en la seccion 3.2.3., esto es, reversibilidad del color y
formacion de precipitados -a pH~2 y 9-, salvo que en la solucion alcalina el precipitado

fue un polvo fino y de color pardo.

TABLA 3.4, EXTRACTOS ACUOSOS CONCENTRADOS,

TALLO | [1] El extracto acuoso concentrado tiene un color café con ligero tono
rojizo. Su consistencia es semejante a la miel, pero menos’ fluida, con
una notable adherencia a las superficies e‘n‘ contacto (plastico y
vidiio), lo que hace dificil su manipulacion, incluso erﬁpleandb una
espitula.  El olor del extracto es herbal. Al cabo del tiempo
estipulado, estas caracteristicas permanecieron inmutablés. Cuahdo se
afladio agua fria a losbextractos, se présenté la coloracion rojé ‘t,ipica
de la solucién acuosa normal, pero con cigna formacion de espuma

en el liquido, generada en mayor grado al agitar,
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HOJA | [2] El extracto concentrado presenta un aspecto de limina o capa de
color pirpura intenso, Tacilmente desprendible de las superficies en
contacto, obteniéndose pequefias particulas solidas o palvo fino. El
olor del extracto es herbal. Una vez transcurrido el tiempo, las
caracteristicas de éste no se alteraron. Con la adicion de agua fria se
generaba el color rojo de la solucion inicial, con ¢l mismo efecto

espumante descrito anteriormente.

CONCLUSION, El extracto acuoso concentrado es sumamente estable en. el
medio ambiente. No parece afectarlo la luz solar y el aire, en tanto sc realice la
evaporacion rapidamente antes de que inicie el fendmeno de fermentacion, es decir, I
estabilidad  del pigmento concentrado es enteramente superior u la estabilidad
observada en solucidn acuosa,

El precipitado pardo que se menciona anteriormente es de suponer que‘se irata
de hierro, por sus caracteristicas fisicas y por el pH bajo el cual se generd (véase el

Apéndice 11, figura 1.).

3.3. CARACTERIZACION DEL PIGMENTO IllDROSOLUBLE.

3.3.1. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA Y ESPECTROS UV-Vle E
INFRARROJO. |

Se procedid a realizar pruebas de. cromatografia de ‘ca;km fina con el extracta

acuoso de hojas -previamente secado hasta total evaporacion del agua. a-temperatura
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ambiente-, empleando gel de silice (Silicagel 60 GFps54) y acetato de etilo para
preparar la fase estacionaria y se usé etanol absoluto como eluyente. Se diluyd con una
gota de agua una porcion del pigmento para ser aplicado con el capilar sobre la
cromatoplaca (placa de vidrio).

Un segundo ensayo fue realizado utilizando como eluyente metanol ligeramente
acidulado (MeOH-HCI, 99.5:0.5). Se aclara que no se reportaran valores de Ry, ya que
las cromatoplacas no son constantes y uniformes en cuanto a la fase estacionaria y la
literatura registra valores para ese pardmetro solo en cromatografia sobre papel. - Véase
latabla 3.5.

Se pesaron 10 mg del pigmento proveniente de hojas y se obtuvieron sus
espectros UV-visible, cuyos miximos de absorcidn se rggistraron en A=197 y A=585.1
nm, respectivamente (figuras 3.1 y 3.2). Se us6 agua como disolvente.

Todos los espectros que se mencionarén se presentan al ﬁnal‘de .es‘te capitulo,

Un rdpido ensayo condujo a la observacién de un fendmeno inédito: una
muestra de 4 g del pigmento fue mezclada en tubo de ensayo con 5 ml de Sulféxi;lo de
~ dimetilo normal -en bafio Marfa-, obteniéndose, luego de 24 horas en‘ repo‘so‘yk
expuesto al medio, un extracto de colbr rojo brillante',k con tonos azules hacia la -
superficie liquida. Una vez filtrado el extracto se envib a espectréscdpfa, obteniéndose
una sefial intensa en‘el visible; A max=617.4 nni (figura ‘3‘.3.>).

Para obtener los espectros UV-VIS se émpleé un espectrofotometro Perkin'-'

Elmer Lambda 2. En el caso del espectro IR se registraron los siguientes datos:
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IR v max. em=! (KBr): 3418, 2935.8, 1636, 1551.6, 1404, 1210.4, 1096, 668,

615.7.
Los espectros IR se obtuvieron en un espectrofotdmetro Transformada de

Fourier 1600 Perkin-Elmer.

TABLA 3.5. CROMATOPLACAS DEL EXTRACTO ACUOSO.

HOJA | [1] La muestra eluida con etanol se separa, avanzando una mancha roja
palida hasta 3/4 de la longitud de la placa, dejando un rastro de color
violeta muy palido. En el punto de aplicacion queda una mancha
violeta parda.

[2] Revelando con yodo se observan las manchas descritas en [1], sin
otro hallazgo.

[3] La muestra elnida con MeOH-HCI se separa dejando una mancha o
estela de color café rojizo pélido, en seguida una mancha naranja );,
hasta la parte superior, una mancha rojiza palida. En el puhto deb
aplicacion quedd una sefial de color café rojizo palido. |

| [4] Revelando con yodo se detallan las manchas descritas en (3]. No
hay indieio‘(lle otro tipo de sefial que acuse la préscncih de olrosk‘

componentes.

CONCLUSION. A través de la cromatografia se aprecian las trazas. de

compuestos coloridos, siendo éstos, aproximadamente, 3: antocianinas, flavonoides y
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taninos. Los colores observados corresponderian a aquéllos y sus combinaciones
{cromatoplaca eluida con MeOH-HCI); en ¢l caso de la cromatoplaca eluida con etanol
se advierte la presencia de un compuesto, como minimo, que se equipara a las
antocianinas.

Es factible suponer que la sefial tan intensa en el visible -con agua como
disolvente- sea causada por una antocianina, cuando menos y, por otra parte, la sefial
en el ultravioleta acusa posibles impufezas o estructuras quimicas que abaten tal seffal,
pues se supondria una longitud de onda mayor.

El sulfoxido de dimetilo es una sustancia polai y se explica que tenga capacidad
para extraer un cotnpuesto como la éntocianina, de hecho, se podria mancjar como.
antecedente para obtener los espectros RMN de aquélla. Otra vez.se advierte una
longitud de méxima absorcion en el visible muy pronunciada.

En el caso del espectro IR, cabria la siguiente ihterpretacién:

TABLA 3.6, ESPECTRO IR DEL PIGMENTO EXTRAIDO CON AGUA.

v (cmrl) INTERPRETACION

3418 Banda ancha por -OH.

29358 | Seftal por C-H, con carbono sp2.

1636 Alargamiento C-C por enlaces dobles.

1551.6 | Alargamiento - C-C por enlaces ‘en sistema

aromatico.
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1404 Banda de flexion O-H para grupo carboxilo.

12104 | Sefial por unién simple C-O para fenol.

1096 | Sefial por union simple C-O para grupo éter.

668 Grupo -OH fuera del plano.

615.7 | Grupo -OH fuera del plano.

La informacion que finalmente se desprende de este espectro ~por la magnitud y
forma de las bandas- es la que corresponderfa a una estructura con numerosos grupos -
OH, uniones carbono-oxigeno y estructuras aromaticas, que son elementos comunes a
las antocianinas, sin descartar la interferencia de estructuras propias de los’ otros
compuestos hidrosolubles cuya presencia se advirtio en las pruebas de cromatograﬁa.

Véase la figura 3.4. que esquematiza el espectro descrito.

3.3.2. FORMACION DE COMPLEJOS CON PLOMO.

Se describe Ia labor experimental, en pésos secuenciales, en la tabla 3.7.

Aqui se obtienen complejos de antocianina -como se supohe- formados co‘u
plomo, mediénte'lu adicion de una sal de éste en medio acuoso, doncl:e' precipitan y se

consigue la separacion requerida al remover el plomo, finalmente, como sulfuro.

TABLA 3.7, FORMACION DE COMPLEJOS.

[1] Pesar 4.9667 g de hojas.
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[2] Afadir las hojas a un vaso de precipitados de 250 ml con un volumen de 200

ml de agua.

[3] Calentar en parrilla hasta los primeros indicios de ebullicion.

[4] Enfriar a temperatura ambiente.

[5) Filtrar el extracto y transvasar el liquido a un matraz Erlenmeyer de 250 ml,

provisto de agitador magnético.

[6] Adicionar al extracto 5.1930 g de acetato de plomo, poco a poco, agitando

continuamente durante 30 min,

[7] Dejar en reposo la mezcla anterior durante 24 horas, tapando el matraz y fuera

de contacto con luz solar.

[8] Filtrar el precipitado.

[9] Suspender el precipitado en etanol (destilado - a partir de  etanol

desnaturalizado).

[10] Adicionar NapS poco a poco, agitando la mezcla.

[11] Filtrar el precipitado de PbS.

[12] Permitir la evaporacion del etanol que contiene al pigmento.

Al afiadir el acetato de plomo se nota inmediatamente la formacion de un
precipitado de color pardo oscuro, de consistencia gelatinosa, facilimente observable en
el papel filtro una vez que se le separa de la solucién acuosa, la cual conserva un color s

rojo intenso, de igual aspecto que la solucion original,
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Cuando sc ha suspendido el precipitado en etanol, se obtiene una solucién de
color pardo; adicionando el sulfuro de sodio se aprecia rapidamente la aparicion de un
color rojo brillante. Al término de la filtracion del sulfuro de plomo de Ia solucion
etandlica, ésta presenta una intensa coloracion roja brillante, con tonos violeta o azules
perceptibles hacia la superficie del liquido y cuando sc observa en un vaso de vidrio a
contraluz (muy silimilar al aspecto que se observo en el extracto con sulfoxido de
dimetilo).

Una vez evaporado todo el etanol se obtuvo un solido con aspecto de pequefias
placas de color violeta intenso. Afiadiendo etanol absoluto a este producto y
disolviendo, se recristalizan agujas de color violeta intenso (producto A).

CONCLUSION, El producto A sugiere poderosamente la presencia de al
menos una antocianina, debido al fenomeno de precipitacion de comblejos con plomo
y li coloracion obtenida en solucion etanélica, asi como el solido cristalizado a pam'rk
de ésta, cuyo aspecto fisico se asemeja al descrito por la literatura para las antocianinés

(tabla C.2. del Apéndice [ ).

3.3.3. CROMATOGRAFIA, ESPECTROS UV-VIS E INFRARROJO Y
PUNTO DE FUSION DEL PRODUCTO A.
Se obtuvieron dos cromatoplacas con el producto A en solucién etandlica (tabla

3.8). Procediendo en forma similar a la descrita en la seccion 3.3.1, se empled el

extracto acuoso para 1111§s de comparacion. ESTA H:S,S H@ | BH{E : B
| | SR DE LA MUTECA
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El espectro en el visible del producto A arrajo un médximo de absorcion en
A=491.6 nm (figura 3.5.), en tanto que no se registrd absorcion en el ultravioleta. Para

ambas espectros se empled metanol con 0.5 % de HCl como disalvente.

TABLA 3.8, CROMATOPLACAS CON EL PRODUCTO A.

PRODUCTO | [1] La cromatoplaca eluida con etanol permitd ver una
A mancha de color violeta palida, en el punto de aplicacion,
y una mancha con ligero avance de color violeta palido.
Revelando con yodo se aprecian los mismos fendmenos.
[2] La segunda cromatoplaca presentd una mancha
ovalada cuya parte inferior resultd de color rojizo palido,
y el resto era de color rosado violdceo muy tenue. No
hubo rastro de alguna sustancia en el punto de aplicacion.
La mancha se desplazé hasta la mitad de la cromatoplaca,

El yodo no sefiala otros compuestos.

El espectro IR arrojo los siguientes datos:

IR v max, cm-! (KBr): 3436, 3285.4, 3176.7, 2246, 1702, 1640, 1568, 1414, -
1342.3, 1020, 808, 642, 524.

El producto A tuvo un intcrvalb de fusion comprendido entre 308-320 °C. Se
empled un aparato Osyma para determinacidn de pﬁntos de fusidn y se rcpoﬁu dicho

intervalo sin corregir.
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CONCLUSION. EI producto A presenta las caracteristicas de wna antocianing,
por ¢l color observado en las cromatoplacas y su punto de fusion, éste ultimo sugiere
poderosamente que se trata de una sal de flavilio.

La sefial en el visible indica que, a diferencia del extracto acuoso, se rentovieron
sustancias o entes enyo efecto es de tipo batocrémico. En el ultravioleta, no obstante,
sin absorcion, supone nuevamente la presencia de alglin compuesto o impureza que
abate la sefial.

En el espectro IR del producto A -véase la figura 3.6.- se aprecian bandas mas
finas que en su antecesor, debido, probablemente, a una ménor asociacion. molecular,
generada por el propio tratamiento quimico que dio origen al producto A, Nuevamente,
se hacen presentes elementos estructurales tipicos para las antocianinas,

Se propone en la siguiente tabla la interpretacion para el espectro IR

TABLA 3.9. ESPECTRO IR DEL PRODUCTO A,

v(em-l) INTERPRETACION

3430 | Banda ancha por grupo -OH.

3285.4 | Seital por -OH.

3176.7 | Seital por -OH.

2246 | Sistema aromdtico  (conjunto ~ de. - sefiales

enmascaradas en una sola),

1702 | Seiial por union C-O en grupo carbonilo.

1640 | Carbono tipo sp2 (doble unién C;C).
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1568 Alargamiento C-C en sistema aromatico.
1414 Grupo metilo 6 metileno
1342.3 | Unién simple C-O.
1020 Sefial para alcohol primario.
808 Estructura ciclica con enlaces dobles; grupo
alqueno.
642 Grupo -OH fuéra del plano.
524 Grupo -OH fuera del plano.

3.3.4. FORMACION DE COMPLEJOS CON ALUMINIO: UN ENSAYO

BREVE.

Se procedio a cubrir el fondo de un recipiente de aluminio con una capa fina del

extracto acuoso mezclado con unas gotas de HCl al 10 %, Se dejo nuevamente

evaporar el liquido remanente y se observd una capa de un solido fuertemente adherido

a las paredes del recipiente de color rojo-café (producto B).

Con 10 mg del producto B se obtuvieron los espectros UV y visible -empleando

agua cotno disolvente- registrando las siguientes sefiales de maxima absorcion, para dos

muestras, respectivamente:

(1) 2=329 nm, 584.3 nm (figuras 3.7 y 3.8)

(2) 2=330.2 nm, 583.9 nm (figuras 3.9 y 3.10)
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CONCLUSION. En este punto se aprecia, cualitativamente, un desplazamiento
batocrémico en el ultravioleta, originado por un metal. Las condiciones de acidez -
probablemente- contribuyeron a desplazar los equilibrios existentes para favorecer la
manifestacion de algin compuesto colorido en dicha seiial; este indicio sefiala la
probable presencia de una antocianina.

34. IDENTIFICACION DE LOS PRECIPITADOS FORMADOS EN
SOLUCION ACUOSA: ENSAYOS A LA GOTA.

Los precipitados obtenidos a partir de las soluciones acuosas de hojas y tallos
(seccidon 3.2.3) fueron sometidos a los ensayos a la gota convencionales para
identificacion de lierro (ver el Apéndice II). Se designard como precipitado A al
obtenido a pH=2, en tanto que el generado a pH~9 se identificara con la letra B.

Se separaron los sdlidos de sus aguas madres, filtrando con papel y ‘dejzmd’o
secar el material, Una vez secos, los precipitados se ensayaron ptfra ideﬂtiﬁcarlos,\ |

TABLA 3.10, ENSAYOS A LA GOTA PARA IDENTIFICACION DE HIERRO.

PRECIPITADO A.

[1] El sdlido seco conserva el color rojizo observado en solucidn. Se cortd
un trozo del papel ﬁltm con el solido adherido, colocandolo en una celda d'e‘
ensayo ala gota y se adiciond HCI concentrado, gota a gota hasta la diluci(')‘n‘ ‘
completa del precipitado, es decir, cuando el papel filtro se tornd blanco'y el
liquido en la celda fue incoloro y transparente.. Despuds, se afiadieron unas
gotas de solucion concentrada de KSCN, y se observo la nparicién de un

color rojo-pilido-en el liquido-dc la celda.
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PRECIPITADO B,

[2] El sélido seco conserva el color verde observado en solucion. Se
procedié de manera andloga a la sefialada en [1], salvo el uso de o-
fenantrolina, empleada como sélido, afiadida al liquido de la celda hasta que

fue claramente perceptible una coloracion rosa palido.

CONCLUSION. E! precipitado A es oxido de hierro 1 (FepO3) hidratado,
porque dio positiva la prueba del sutfocianuro (SCN-), por formacion de complejos con
el Fe3*. El precipitado B es hidroxido de hierro I (Fc(OH)z), debido a que dio
positiva la prueba de o-fenantrolina, al aparecer el color tipico de los complejos "
formados con el Fe2*, Las especies quimicas descritas son producfos puyét formacion . -
obedecio al pH del medio en que se formaron. |

Por ultimo, se reporta la presencia de precipitados inorganicos ¢n las soluciones
de extracto acuoso del pigmento de hojaé, nuevamente aciduladas apHl aproximado a2
y 9, en éste dltimo caso, el precipitado fue de color pardo, a diferencia del color verde
antes mencionado. Se sometieron a ensayo 4 la gota con ‘KSCN siendo positivo"en’

- ambos casos. | ‘
3.5. CUANTIFICACION DE HIERRO EN HOJAS DE JUSTICIA SPICIGERA.

3.5.1. PARTE EXPERIM EN’I’AL. | |

Se empled el método de determinacion espectrofotométrica de hierro viﬁ cill'va '

de calibracién,
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En el apartado B del Apéndice II se describe un protocolo aplicado en especial
para alimentos donde se cuantifica el Fe2t, Para el caso presente, la determinacion
correspondio a Fe3* -total-, y la técnica empleada es escencialmente la misma,

La cuantificacion se hizo con cuatro muestras de hoja provenientes del mismo
lote y se utilizaron cuatro soluciones estandar para construir la curva de calibracion.

En la tabla adjunta se describe la primera fase de trabajo.

TABLA 3.11. CALCINACION DE LA MUESTRA,

[1] 1 g de hojas trituradas en mortero.

[2] Calcinacidn preliminar de la muestra en crisol a fuego directo (mechero)

hasta cenizas.

[3] Adicidn de HNOj3 concentrado, poco a poco, y continuar -con el B

calentamiento hasta que no haya emision de humos de color amarillo.

[4] Evaporacién de todo el HNO3 remanente.

‘

[5] Calcinacion de fa muestra en mufla a 700 °C durante una hora,

[6] Adicién de HNO3 a la muestra -en frio- y Hevar a cbullicion, sin que se |

consuma el acido.

[7] Preparacion de la solucion problema.

Con el tratamiento descrito se asegura que todo el hierro presente en la muestra
sea oxidado a Fe3*, La sefial de que esto ha sucedido y ademds se ha ejecutado una

calcinacién conveniente es que al cabo de la calcinacion en la mufla el fondo de los
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crisoles sea de color blanco o bien ligeramente pardo y que al afiadir el acido en la
tltima parte del tratamiento se forme una solucion incolora, transparente, la cual no
debera ser filtrada.

La cantidad de 4cido adicionado -de acuerdo al paso [3]- oscilé entre 20 y 25 ml
por muestra y en el paso [6] se agregaron 2 ml, teniendo en cuenta que se aforaria a 10
ml. Se transvasé cuantitativamente el liquido del crisol a un vaso de precipitados,
adicionando agua destilada al crisol yl agitando para arrastrar todo el contenido de éste;
una vez transvasado el liquido del vaso a un matraz volumétrico de 10 ml, se procedio
a aforar con agua destilada y se homogeneizg.

| En Ia tabla 3.12. se describe ¢l procedimiento para preparar las soluciones

estdndar y problema.

Por filtimo, se presentardn los resultados obtenidos a partir de las 111edicionés o
hechas en un espectrofotdmetro convencional Perkin-Elmer, conéspohdientes auna

longitud de onda igual a 480 nmn y utilizando celdas de 1 cm de didmetro (tabla 3.13.). -

TABLA 3.12. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES ESTANDAR Y
PROBLEMA. | |

[1] Solucién patrén de Fe3* (hierro 90 % puro diluido con HCI) 3.3 x 1073 M.

[2] Solucién de NaSCN al 15%.

[3] Solucion de HySO04 al 15 %.

[4] Solucion de (NH4)2S20g (persulfato de amonio) al 1 %,
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[5] Adicion de 1 mi de la solucion [3] + 1 ml de la solucidn problema (6 0.1 a 0.4
ml de la solucidn patron) + 1.5 ml de [4] -+ 5 m! de '[2] a un matraz volumétrico de

25 mil, siguiendo el orden descrito.

{6] Afurar a 25 ml con agua destilada y homogeneizar.

[7] El blanco sera preparado de forma similar, excepto la adicién de Fe3*

[8] Iniciar las mediciones espectrofotométricas.

3.5.2, RESULTADOS EXPERIMENTALES Y CALCULOS.

Se designan con las etiquetas El, E2, E3 y E4 a las soluciones estindar,
respectivamente, segiin contengan 0.1, 0.2, 0.3 y 0.4 ml de la solucion patron. Las
Qoluciones problema tendrén las etiquetas M1, M2, M3 y M4, El contenidéde hierro
serd reportado en partes por millon, Se prescntan tzimbién las‘mer‘noﬁa‘s de calculo, la

regresion lineal y desviacion estindar correspondientes,

TABLA 3.13. ABSORBANCIAS Y CONCENTRACIONES.

SOLUCION ABSORBANCIA MOLARIDAD PPM

W (Mx 105)
El 0.295 132
E2 0.445 2.64
E3 061 3.96
B | on 528
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SOLUCION | ABSORBANCIA | MOLARIDAD PPM
(A) (Mx 10%)

M1 0.49 3.047 425.54

M2 0.67 4.697 655.91

M3 0.435 2.543 355.15

M4 0.555 3.643 508.73

A. Cilculo de 1a concentracién de Yos estindares, Para la solucion E1 (0.1 ml
de solucion patron, aforando a 25 ml):

ViCy=Va(a
‘donde V = volumen y C = concentracion

C2(E1)=(0.1ml x33x 10~3 M)/ 25 ml = 1.32x 105 M.

B. Regresion lineal y cilculo de Yas concentraciones dé las sblucipnéé ,
problema, - Sea la ecuﬁci('m de una linea recta y = a + bx (recue'rdcse ia Ley de Beer:
A =gbe, dondeges la ubsofbancia lnplar, B la longitud d¢ celdaycla conc:emmci(')n)7 ;
se calcula la regresion (absorbancia vs concentméi(’m) con los estandares: |

a=0.1575 |

b = 10909.09091

r=0,9969039059

1a concentracion de la solucion M1 ser:
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[M1]=(y - a)/ b =(0.49 - 0.1575) /10909.09091 =3.047 x 10~ M

C. Cilenlo de las partes por millon, Siendo el peso de una mol de hicrro igual
4 55.847 g y teniendo como referencia | g de hojas secas de Justicia spicigera, se
calcula los siguiente:

3.047 x 10~ mol Fe x 25 ml x (1 /1000 ml) = 7.619 x 10~7 mol Fe

7.617 x 10~7 mol Fex 10 ml x (1 / 1 ml) =7.619 x 106 mol Fe

7.617 x 10~6 mol Fe x 55.847 g/ mol Fe = 4.255 x 10-4 g Fe por | g de hoja

4.254 x 1074 g Fe x 1000 = 0.4255 g Fe por | Kg de hoja

0.4225gx (1 /1 g) x 1000 mg = 425.54 ppin

D. Desviacion estandar y ppmt prometio. La desviacion estindar fue o=
129.3093872 y las ppm promedio 486.33. Para fines de comparacion, finalmente, se
dird que el contenido de hierro en 100 g de hojas secas es igual a 48.63 mg. -
Posteriortente este nimero serd confrontado con otras fuentes dé lﬁen‘o 'vegetalcs‘.. ‘

CONCLUSION. De acuerdo al resultado anterior, se puede ’i;ﬁrlplar.qﬁe el
vegetal es rico en h“ierro, y, por tanto, tiene combuestos capices de capmrlé del suelo.
El hierro presente en las hojas de Justicia spicigera puejdé contribuir a‘ la .
intensiftcacion de color del pigmento hidrosoluble, probablemente por la formacion du
un complejo con la antocianina de aquél, ‘

Por iltimo, cabe sefialar que todo el trabajo experimental planteﬁdoen -‘esta‘

seccion fue sugerido por la Q. Graciela Ferndndez, por comunicacion personal y fue

seleccionado para participar en el XXVII Congreso Nacional de ~Ciencias
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Farmacéuticas, cn la categoria de Productos Naturales (7), bajo los auspicios de la

Asociacion Farmacéutica Mexicana A. C.

FIGURA 3.1. Espectro UV del pigmento hidrosoluble (disolvente:agus). i
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CONCLUSIONES
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4.1. CONCLUSIONES.

1. Se concluye que las hojas de Justicia spicigera Schl. tienen, al menos, un
compuesto colorido perteneciente a la familia de las antocianinas.

2. El pigmento es hidrosoluble, el color en solucién acuosa es rojo intenso,
también se disuelve en etanol y metanol ligeramente acidulado, originando soluciones
rojas con tintes violeta o azules.. La estructura quimica posee cromoforos (dobles
enfaces conjughdos, estructuras aromdticas) y auxocromos (-OH), los que intensifican
¢l efecto colorido de la estructura molecular en conjunto. La presencia de dichos

grupos se aprecia en los espectros IR obtenidos en el proceso experimental,

3. Los cambios del pH alteran el color de la solucién acuosa del pigmento, k

comportandose como un indicador dcido-base tipico.
4. La temperatura y [a luz solar no parecen afectar seriamente la estabilidad del
pigmento extraido en solucion acuosa. Esto es relevante si se piensa en aplicaciones

practicas.

5. La cromatografia de capa fina para el extracto acuoso sefala la presencia de -

un par de sustancias, como minimo, semejantes a las antocianinas, por sus colores: rojo ‘

y violeta,

6. La sefial espectroscopica en la region del visible del extracto acuoso obtenido

a partir de las hojas de Justicia spicigera Schi, se asemeja con las cOrrespdhdientes a’-

las antocianinas: A max=585.1 nm.

7. El pigmento en cuestion puede ser separado con plomo, por la formacién de -

complejos con éste. Se propone que otros metales son capaces de formar dichos
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compuestos, tal es el caso del alunminio. Con este Gltimo se observaron dos sefales
espectroscopicas en ultravioleta y visible, para un par de muestras, respectivamente:

% max=329, 584.3 nm y A méx= 330.2, 583.9 nm (producto B)

De acuerdo con los datos reportados en la literatura, estas sefiales sugieren un
efecto batocromico, originado por un cation metalico.

8. Se obtuvo un sélido cristalino (producto A), a partir de los complejos con
plomo y la remocion de éste: agujas‘ color violeta intenso, de lustre metdlico, con un
intervalo de fusion total comprendido entre 308-320 °C, caracteristico de un cloruro de
flavilio, otra forma de las antocianinas ampliamente difundida en la naturaleza. ‘

9. Justicia Spicigera Schl, es rica en hierro: 48.63 mg de Fe/l00 g de hojas

secas. Este nimero adquiere significado al confrontarlo con los siguientes V;getalés
(33): |

Espinaca cruda ‘ 2.1 mg deFe/100 g

Tomillo seco 123.6 mg de Fe/100 g

Las espinacas son muy comunes para todos, en’ tanto que ¢l tomillo es una
especia y también planta medicinal, siendo éste el que regisﬁé el mayor cbnténido de
hierro entre los vegetales de consumo humano, De ahi la relevancia que motivd.la

comparacion.

10. Teniendo los precedentes antes seﬂalados se concluye que Justxcxa'

spxcxgera Schl, posee antocianinas que forman complejos con el hlmo, debndo -

principalmente al hallazgo de la concentracion del metal y a Ia longmxd de onda de

mixima absorcién en el visible, la cual esta desplazada. Este fenéménq podria explic‘a‘r_" X
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Ia estabilidad observada para el pigmento extraido en solucion acuosa, El cation Fe3+
es la forma en que estaria presente el hierro en complejos antocidnicos, porque el Fe3*
tiende a formar complejos orgdnicos a través de los grupos oxhidrilo vecinales, éstos
filtimos caracteristicos de ciertas antocianidinas, a saber: cianidina, con un par de -OH
vecinales en el anillo B; delfinidina, con tres -OH en el anillo B y petunidina, con dos -
OH en posicion orto y un grupo metoxilo en posicion 3' del anillo B. Estas
antocianidinas, por tanto, cumplen con los requisitos necesarios para la formacion de
complejos y una de ellas constituy6 el producto A.

11, Se concluye qué aquéllos- individuos cuyo empirismo sugirié la utilidad
médica de Justicia spicigera Schl. en enfermedades o malestares asociédoslcon la
sangre, no estaban del todo equivocados, cuando menos en el caso de la anemia.

12. Finalmente, cabe mencionar que durante el trabajo de in_ve_Stigacién
bibliografica no se encontr6 trabajo alguno que registrara antbcih_nipus ai_slaﬂas -0 traza
de ellas- en plantas de la familia Acanthaceae, a la cual pértene‘ce"Juslié‘ia s?)icigerq
Schl., y tampoco se hallaron datos de antocianinas cuyo origen fueran las hojas verdes -

de alguna planta,
4.2, RECOMENDACIONES.

1. Determinese la existencia del complejo metalico formado entre ¢l hierro y

la(s) antocianina(s) via quimica analiticay la organometdlica del hierro.
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2. A partir de la determinacion anterior se puede deducir un proceso metabélico
de dicho complejo una vez que ingresa al organismo humano a través de Justicia
spicigera Schl. y poder esclarecer si es suficientemente aprovechable el hierro.

3. Continuar con la investigacién que permita caracterizar otros componentes
quimicos.

4. Realizar ensayos con los compuestos que puedan tener propiedades
farmacologicas. |

5.Con base en los puntos sefialados, no seria descartable incorporar'a Justicia

spicigera Schl, en la dieta normal del individuo, pafa aprovechar el hiero, La mejor -
fonna de conseguir tal propdsito seda"inge‘rir las hojas, principalmente, y tallos jévenes
o retofios en ensaladas crudas, de vegetales verdes, honalizas,‘ etc. Otra opcion vse‘r,ia ‘
consumir las hojas cuaindo ya estin secas, trituradas, espolvoréandolas sobre énsaladas ‘
de vegetales o de frutas. El sabor de las hojas y tallos jév_ene_S n_‘q‘é‘s‘ amaig@ por lo que

el vegetal se puede consumir como otro de los ordinarios. Para concluir, una dltima

forma de aprovechar el hierro es preparar lo que se conoce como infusion, es decir,

afladir. el vegetal a un volumen de agua caliente -por débajo de sli punto de ebullicién- . o

¢ ingerir la bebida asf preparada, después de -dejar 1a mezcla en reposo durante’ IOV |

minutos aproximadamente.
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APENDICE 1




A. ANTOCIANINAS Y SUS FUENTES NATURALES.

FUENTE ANTOCIANINA

Manzana Cia-3-gal, cia-3-ara, cia-7-ara

Ciruela Cia-3-glc, cia-3-rut, peo-3-glc, peo-3-rut

Uva (Vitis Cia-, del-, peo-, pet-, mal-3-glc, mal-3,5- ‘

viniferd) diglc, mal-p-cumaroilglc-5-glc

Platano Pet-3-gli

Higo Cia-3-gli

Fresa Pel-3-glc, pel-3-gal, cia-3-glc

Cia: cianidina. - Del: delﬁpidina. ‘Mal: malvidina. Pel:’ pelargonidina, Péo: peonidina, Pet: . :
petunidina, - - s
Ara: arabinosido. Gal: gala.ctésido. Gle: ghicdsido. Gli: glicosido. Rut: m@éﬂo. '
H.D., Belitz & W. Grosch (). o
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B. PROPIEDADES DE LAS ANTOCIANIDINAS COMUNES.

COMPUESTO | COLOR | AMAX. | CAMBIO | P.M.] P.F2
VISIBLE | (nm) DE O
EN COLOR
MeOH- | CON
HCl AlCl3
Pelargonidina® | Rojo 520 - 306.5 180D
Cianidina © Magenta 535 + 3225 205D
Peonidina © Magenta 532 - » 336.5 165D
Delfindinad | Parpura | 546 T35 | 202D
Petunidina € | Parpura | 543 ¥ {3595 |~
Malvidina ! Pirpura 542 - 13665 | 202D

P.M: peso molecular, P. F: pumo.de fusion,

D: descomposicion

1: peso correspondiente a la antocianidina en«fofma de cloruro de flavilio,
2: punto de fusion correspondiente al gﬁcésidq en forma de cloruro de flavilio [a: : 7-[35 ‘
ghicdsido, b y d: 3,5-diglucésido, c: 3,5-di-B-glucdsido, ‘e; 3,5-di-B-glucosil, £ kS-B—glu.cé‘vsido]
J. B. Harbome (22), |

1,2: Dictiottary of Organic Compounds (14),
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C. PUNTOS DE FUSION.

TABLA C.1.
ANTOCIANIDINA (COMO P.F.(°C)
CLORURO)
Cianidina 300
Delfinidina o350 o
Pelargonidina

30|

X. A. Dominguez (15),




TABLA C.2.

ANTOCIANIDINA (COMO ASPECTO FISICO DEL P.F, (°C)
CLORURO) SOLIDO
Y GLICOSIOS
SELECTOS
Cianidina (Cy 5H{ ) ClOg) Agujas  rojo-café,  lustre > 300
metdlico
3-glucosido Placas o prismas cefé rojizo 205D
(C21H21CI0 1)
3-galactdsido Agujas de color rojo, lustre [ 210-212D ‘
(Co1H71CI011) bronceado
3,5-diglucésido Placas de lustre metdlico 203-204' 1
(C27H31CI016) | |
Delfinidina (C15H;ClIO7) | Prismas o agujas café o 530 '
' purpura inténéo, lustre | |
metilico
Malvidina (C{7H5CIO7) ~ [Prismas o tabletas de colo} S50 ]
fojo, listre metalico |
3-5(iigluoésido Agujas o prismas café rpjizb 165D
(CagHasClory) |
‘ Prismas céfe’ 10jiz0

Pelargonidina (Cy5H}ClOs)

350
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ANTOCIANIDINA (COMO ASPECTO FISICO DEL P.F. (°C)
CLORURO) SOLIDO
Y GLICOSIDOS

SELECTOS

3,5-diglucosido Agujas de color rojo 175-180 D
(C27H31Cl015)

Peonidina (C](,I-Li 3ClOg) Agujas café rojizo

3,5-diglucosido Agujas pirpura intenso 165-167 D
(CogH33CI016)

Petunidina (C16H13ClO7) Escamas o prismas café pafdo

3,5-diglucosido Placas violeta - w178 -

(C28H33C107)

The Merck Index (34),
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SOBRE PAPEL.

D. VALORES DE Ry (x 100, PULGADAS) PARA CROMATOGRAFIA

COMPUESTO | FORESTAL! [ FORMIC? | BAWS | BuHCIY | 1 % (13
Pelargonidina 68 33 80

Cianidina 49 22 68

Peonidina 63 30 71

Delfinidina 32 13 42

Petunidina 46 20 52

Malvidina 60 27 58

Apigenidina 2 75 74

Luteolinidina © 61 56

Pelargonidin 3- 44 38 14
glucosido

Clamdin3- 3 R
glucosido |
Malvidin ~ 3- 38 15 © 06
glucosido |
Pelargonidin 31 14 ' 23_
3,5-diglucdsido
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COMPUESTO | FORESTAL! | FORMIC 2| BAW3 | ButtC14 | 1% HCIS

Cianidin 3- 37 25 19
ramnosil

glucosido

Peonidin  3,5- 31 10 17

diglucdsido

Delfinidin 3,5- » 15 03 08

diglucdsido

Cianidin 3- 25 08 36
ramnosil
glucosido-5-
glucosido

Pelargonidin 3- ‘ 40 46 i9
(p-cumaroil-
glucosido)-5-
N glucssido

Nota: los datos se refieren a cromtom realizados sobre papel Whatman No. 3.0 un .
equivalente. | '
1: HCI conc.-HOAc-H,0 (3:30:10).
2: HCl conc.-HCO,H-H20 (2:5:3).

3: n-BuOH-HOAc-H,0 (4:1:5).
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4, n-BuOH-HCI2 M (1:1).
5: HCl cone.-Hy0 (3:97).
1. B. Hatbone (22),

a,b: T. W. Goodwin (20),

n- Butonol ~ocetic ocid ~water (6:1:2)

| ®
G
0
9
g

3 —» 2% Acetic acid

extract, ,
A = aurone glycosides (u.v, ﬂuomcence + ammonia, orange): AN = antho-

cinnamic esters (u.v., dark blue to blue green): CCA = charged cinnamic esters
(rare, having a S04 group: u.v., dark blue to blue green: note arrow shape of the
spot which is found for other charged substances): CF = charged flavonol
glycosides (malonyl derivatives etc,, u.v., bright yellow): CH = chalkone
"1 glycosides (u.v,, yellow or orange): F = flavone glycosides (u.v., ochre to yellow
een): FG = C-glycoflavones (u.v,, as ﬂavonel ¢ FL= ﬂavono 1 colidel u.v.

FIGURA 1, Cromntogrnma en pnpel (T.W. Goodwin (20))

Representative composite 2-dimgmlonai paper chromatogrim ofa plam‘

cyanins (visible,  red-bluish red): B = biflavones (u.v,, dull brown): .CA ‘=

1H-



E. DATOS ESPECTRALES UV (A MAX., nm),

HCO

COMPUESTO | MeOH AIC COLOR Y
FLUORESCENCIA
Pelargonidina 270 506 506 0/0Y
Cianidina 27 535 553 R/QR
Peonidina 271 ) 532 532 dRR
Delfinidina 2717 546 569 B/R
Petunidina 276 543 557 B/R
Malvi(liina 275 542 542 B/R |
Apigenidina 2717 476 476 ‘. Y/Y
Luteolinidina 279 493 545 OY/OY(

O: naranja. Y: amarillo, R: rojo. B: café, d: oscurb.

1: Color visible/fluorescencia UV,

T. W. Goodwin (20),
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F. pH Y ABSORCION EN EL VISIBLE PARA EL POLVO DE

ANTOCIANINA E163.

pH A MAX. COLOR
(nm)
4 520 |Rojo
4-6 525-550 | Violeta-rojo, violeta-
azul
6.5 570-575 | Azul
9 590-600 | Azul

1. N. Counsell (10),
G. DATOS ESPECTRALES DE RMN PARA ANTOCIANINAS _SE_LECI‘AS.‘ B

G.1. ESTRUCTURA DE LA AWOBANINA,

Se ha sﬁgerido que la awobanina -proveniente de Commelina _éorﬁmunis L
tiene como estructura quimica a délfmidin 3-(p-cumaroil-D-glucésidd)—S-D;glucésido.
Se procedio a tomar una muestra del cloruro de la awobanina disuclto en una‘mezgl‘ék de
CD30D (metanol deuterado) y DCI en D20 que‘dié como resultado el eséectfo‘ de‘vla’\,

- figura 2, y el andlisis del misino es el siguiente:
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. No hay sefial del grupo cis-p-cumaroilo.

2. El grupo p-cumaroilo esti unido en la posicion 6 de la glucosa, debido a un
cambio a campo bajo aproximadamente en | ppm de las dos sefiales de proton en §
4.44 correspondientes a 6 H de fa glucosa.

3. Dos dobletes aparccen en 8 5.45 y 5.14, atribuidos a los protones anoméricos
de dos moléculas de.glucosa; las constantes de acoplamiento de ambas scifales son
iguales a 8 Hz, que indica claramente la configuracion B de estas posiciones
anoméricas.

4. Sefigles de protones aromaticos conduéen a la estructura propia de la
delfinidina.

La awobanina queda determinada, por lo tanto, como delfinidin 3-(6-o-trats-p-
cumaroil-p-D-glucésido)-s-(p-n-glucésido). |

G.2. ESTRUCTURA DE LA VIOLANINA.

El cloruro de violanina, obtenido de Viola tricolor, ticnc‘as‘dciadaula cstruétu‘*a
de delfinidin 3-[6-o-a-b(p-cutnaroil)mmnosil-D-glucésido]-S;D-glucésid(i. Se
procedio de manera semejante que en el caso anterior para obtener el 'es‘pébcl{ob RMN, -
cuyos datos son: : |
5 8.86 (1M, s, H-4), 7.71 (2H, 5, H-2'y 6'), 7.50 (1H, d, J=16 Hz, Hy), 7.‘3/'4 @M,
A9B", 1 orto=8 Hz, H-2"y 6"), 6.98 (2H,s, H-6 y 8), 6.76.(211,'A'2B's; ] orto=8 Hi, 5
H-3"y 5"), 6.17 (1H, d,..l=16 Hz, Ha), 544‘8‘y' 5.17 (cadn"l‘H, d; =7 Hz, Gle H -
anon‘lérico), 4.86 (1H, t, J=9.5 Hz, Rha H-4), 4.68 (111, br.s, Rha H anomgri co, 1.00

(3H .d, J=6Hz Rha CH3).
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El andlisis del espectro anterior es semejante al expuesto anteriormente, salvo en
¢l punto 2, donde se distingue un triplete a 8 4.86, que indica la posicion de union del

grupo p-cumaroilo a la ramnosa. Véanse los espectros adjuntos (figuras 2 y 3).

T. Goto et al (21),
Nota. Este anilisis sirvio como precedente para el trabajo de Kondo y colaboradores (27),

donde encontraron que la awobanina es, realmente, una malonildelfinidina.
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il. APLICACION DE ANTOCIANINAS

ALIMENTOS.

COMO COLORANTES

ALIMENTO COLOREADO ANTOQOCIANINA
Mazapan (todo el producto) -
Goma de mascar . +
Dulce solido (picza compacta) +
Dulce solido (laminado) +
Dulce frutal suave +
Jalea de pectina +
Goma (hecha con gelatina) *
Jalea (con fécula) +
Fondant +
Golosinas (sometidas a coccion) * |
Helado (de crema) ¥
Pastel -
Cobertura de galletas -
Pan -
Bizcocho -
Crema pastelcra. +

DE
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ALIMENTO COLOREADO ANTOCIANINA
Confitura +
Bebidas +
Mermelada F
Jalea frutal +
Helado (de agua) +
Mazapan (cobertura) +
Polvo para preparar refresco +

+ Satisfuctoria.
— No recomendable,
* Factible bajo modificacion,

). N. Counsell (10),
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FIGURA 2. Espectro RMN del cloruro de awobanina (T. Goto et al @an).
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A. QUIMICA ANALITICA DEL HIERRO.

El hierro se ubica en el subgrupo IfIA, junto con los elementos cromo, titanio,
uranio, circonio, torio, lantanidos, cerio, aluminio, vanadio y berilio. En el Sistema
Periddico se encuentra en el Grupo VIII de transicion, junto con el cobalto y el niquel.
Tiene una estructura cortical externa que responde a la expresion 3d6, 42,
Ordinariamente funciona con los grados de oxidacion (1) y (IT) originando compuestos
ferrosos y férricos, respectivamente, y en casos excepceionales como Fe (IV), muy poco
estable, y como Fe (VI) (ferratos).

Considerando su relevancia en el reino vegetal, actualinente se.admite que el
hierro juega una importante accion catalitica en la produccidn de la clorofila, hasta el
punto de poder arfirmar que alli donde crezcan plantas verdes hay hierro en el suelb.}l

AL, PROPIEDADES REDOX, |

La figura 1 (véase al final de esta seccion) representa ci diagrania potencial vs VF
pH del hierro.

Con HNO3 diluido se puede Hevar a efecto la disolucion del e)eﬂi‘éhi(‘i: sm
desprendimicnto de gas y formacion de los caﬁdnes ferroso y amonio: | |

4Fe+ 10H* +NO3™ - 4Fe2* + NHg* +3H0

Con HNO3 més concentrado se forma cation férrico:

Fe +3NO3~ + 6H* ~ Fe3* + 3N0; +3H,0

El potencial del sistera Fe (1)/Fe (IT) es bastante elevado en medio dcido (E° = .- o

0.77 V), pero disminuye rapidamente al aumentar el pH por estabilizarse el Fe3*en
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forma de hidroxido. En el diagrama se expresa esta variacion. Se observa que en medio
alcalino el sistema se hace tan reductor que el Te (1), estable en medio dcido, es
oxidado répidamente por ¢l oxigeno disuelto o por el ambiental.

A2, Fe (11).

Las sales de Fe (I1), ferrosas, son de color verde cuando estan cristalizadas o en
disoluciones concentradas; si éstas son diluidas pueden aparecer como incoloras. En
forma anhidra son blancas o amarillas.

El'Fe (11} es un catibn poco acido, que seria muy estable en solucién acuosa si se
impidiese su lenta oxidacion a Fe3*. Precipita el hidroxido Fe(OH); a valores de pH
proximos a 8 y no presenta cardcter anfotero marcado, si bien en medios muy alcalinos
existen en bajas concentraciones las especies anidnicas FeOaH™ y FeOp<~. También
se conocen las especies FeQH y Fe(OH),,

Los compuestos mis insolubles son: Fe(OH)p, blanco o ligeramcr'_xtefverdosp;
FeCO3, blanco; Fe3[Fe(CN)gly azul oscuro (azul de 'l‘ltrnlﬁtnll)§ Fe“O,l‘ negro y FgS‘,
negro.

Forma complejos de gran estabilidad con' ciertos derivadds hcterocicﬁcos
nifrogenados como la o-fenantrolina y- el a~u‘-diypiridilo, que ‘se emplean cmﬁb
indicadores redox y que poseen un fuerte color rojo; mmbiénfo’mm 50111ple.jgs:\11uy :
estables con algunas -oximas, entre las que destaca el que  origina  con ‘lxil
dimctilglioxima, de color mjo oscura, empleado como indi cadorredox en‘medio

amoniacal y como reactivo de identificacion del Sn 2+, Complejos menos estables son




los que origina con etilendiamina y con tartratos, citratos, oxalatos y, en general. con
compuestos organicos polihidroxilados.

Hidroxidos alcalinos fuertes. En ausencia de oxigeno disuelto, incluso
atmosférico, el Fe (I1) origina un precipitado blanco de hidroxido:

Fe2* + 20H™ - Fe(OH)p |

En presencia de oxigeno disuelto, o del ambiental, el hidroxido se va oxidando
lentamente a férrico, pasando por Eolores verdoso claro, verde oscuro, negro (de
hidréxido ferroso-férrico) y, finalmente, pardo de hidroxido férrico. Esta oxidacion,
naturalmente, es mas rapida en presencia de peroxidos.

El precipitado no es soluble en exceso de reactivo. Se disuclve facilmente en
dcidos, incluso muy débiles.

Ensayo a la gota con o-fenantrolina (I-10-fenantrolina). Sobre la placa de
ensayos se trata una gota del problema con otra del reactivo y otra de amoniaco para
reducir la acidez hasta que el medio sea débilmente dcido, o bien, débilillente alcaliﬁo. :
Color que va del rosa al canmin, indica ion ferroso, El reactivo -clorhidrato de 1-10-
fenantrolina- se prepara en solucion acuosa al 2 %. | |

Interfieren seriamente Ag, Bi, Cu, Ni y Co, también los percloratos; la
interferencia de otros iones es de menor ihportancia y es desestimabie si ;vl‘as
concentraciones no exceden la del hierro *.

A3, Fe (IN),

Los compuestos de Fe (III) son mas abundzintesc importantes, analilicmncnte,

que los ferrosos, El Fc_3+ es incoloro, si bien las soluciones de Fe (IIl) casi siempre
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presentan color amarillo debido a las especies basicas Fe(OH)2+, Fe(OH)Y, ete. Por
otra parte, el color puede cambiar dada la facilidad con la que el cation forma
complejos con nuinerosos aniones y grupos organicos diversos. Asi, el cloruro y el
cidnuro intensifican ¢l color amarillo del cation libre; el fluoruro, fosfato y el
pirofosfato 1o decoloran; ¢l acetato origina un complejo rojizo; el tioctanato, de color
rojo oscuro; el nitroprusiato, anaranjado; el malato, verde; el sulfosalicilico, violeta, el
AEDT aumenta el color amarillo en medio dcido y se torna en rojo rubi en medio
amoniacal.

El Fe3* es un cation mas acido que el Fe2t: en consecuencia, necesita mayor
acidez para su estabilizacion en medio acuoso. Se conocen lns especies basicas
Fe(OH)2*, Feg(OH)4t y Fe(OH)2*, cuya concentracion puede ser importante en
medios poco acidos y pueden precipitar sales basicas de color pardo rojizo.

A valores de pH proximos a 2 precipita el hidroxido F;(O_H)g -en reali dad es un
oxido hidratado- también de color pardo rojizo, que es estable en 111édios aléélinos. En
medios nluy alcalinos pueden existir bajas concentraciones de la especi‘c Fc(OH)(,:‘* -
no se representa eﬁ la figura 1 por desconocerse la corresi)ondiente éénsthnte; en
equilibrio con el sdlido Fe(OH)3. La elevacion de la temperatura 'y la- dilucion
favorecen la hidrolisis y, en consecuencia, algunas sales férricas de dcido débil,‘ écel:pto '
por cjemplo, precipitan cuantitativamente una -sal basica al diluir y sométér o
coullicion. -

Se conocen los dxidos Fep03, pardo rojizo y Fe304, negro. El iltimo es s

oxido ‘ferroso férrico (miagnetita). Las sales mds corrientes solubles en-agua soni..
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cloruro, sulfato, nitrato, acetato, bromuro, perclorato y alumbre de hierro (IIl) y
amonio. Todas son de color amarillo claro’'o amarillo parduzco, excepto el alumbre,
que es violeta palido.

Entre los compuestos mis insolubles citados por orden de insolubilidad, se
encuentran; FepS3, FegfFe(CN)gl3, Fe(OH)3 y FePO4.

Ya se ha dicho que ¢l Fe (III) tiene gran tendencia a formar complejos bastante
estables. Algunos, por su fuerte colbracién (los que forma con el tiocianato, acido
sulfosalicilico, ferron) se utilizan en reacciones de identiﬁ»caci()n del catidn. Otros,
como los que origina con el anion fluoruro, fosfato, pirofosfato, tartrato, citrato,
glicerina, manita y, en general, compuestos orginicos polihidroxilados, para
enmascarar el Fe3¥ evitando ciertas reacciones o precipitaciones, También forma |
complejos muy estables, particularmente en medio alcaliho, con el AEDT y“s‘iin.ilares,
que han sido objeto de aplicaciones analiticas en volumetrfas, y para aumentar la
selectividad en separaciones por precipitacion. El complejo que, origina c‘on‘\el anion
cianuro Fe(CN)g3~ es tan estable e inerte que el Fe3* ya no reacciona con ﬁinguno de
sus reactivos; para identificar el cation en el ferricianuro es necesario destruiri éStc por. .
la'acéi(')n del acido sulfirico concentrado, o por calcinacion.

Hidréxidos alcalinos - fuertes. Estos originan precipitado pardo - rojizo,
gelatinoso, de Fe(OH)3; |

Fe3* +30H~ - l:e(oi-l)3 4

Los fluoruros alcalinos, kartralos, citralos, malatos y, en genén‘zﬂ,’ las sustancias.

orgdnicas polihidroxiladas, inhiben la precipitacion del hidroxido. En medio dcido la
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inhibicion de la precipitacion por los polialcoholes es solo aparente; se forman coloides
invisibles a simple vista, pero no hay una verdadera disotucion por formacion de
complejos; en medio alcalino se forman complejos mixtos mas estables que el
hidroxido y la disolucion es real. EI AEDT no evita la precipilacion del hidroxido, El
FFe(OH)3 no es soluble en exceso de reactivo. Se disuelve facilmente en los dcidos,
excepto si se ha calcinado previamente, porque la calcinacion le transforma en
sexquioxido, dificilmente soluble:

2Fe(OH)3 | - Fep03 4 +3H30

Ensayo a la gota con KSCN. En medio icido origina color rojo intenso de

complejos tiocianato -desde Fe(SCN)2* hasta Fe(SCN)g3-, dependiendo de la

concentracion de SCN™, extraibles en éter,

A medio ml del problema acido afiadir 3 gotas del reactivo y agitar. Color fojo

intenso (o rosa si la concentracion de Fe3* es pequefia) indica la presencia de ion’

férrico.

Reaccion sensible -por la inlensi‘(‘lad del color, no por la es.tabilidadfde |o.§ v
compléjos, que es baja-, pero perturbada por numerosos factores: los oxiddntes fuertes
destruyen el reactivo, por lo que es necesario adicionar un ckceso de éste; NOé" y
HNO3 concentrado producen btambién color 10jo; los iones que formen complejos
estables con Fe3+ impiden la .reacci(')n‘ particularmente los fluoruros; Hg2+ que forma |

complejos con SCN-, obliga a la adicion de un exceso de reactivo; Ti4*: Mo (1V),




Co2* y Cu2* dan también complejos coloreados solubles en éter. EI Bi3y el U (VI)
dan color amanllo, no extraible en éter.
El reactivo es preparado como una solucidén acuosa saturada de KSCN o de

NH4SCN.

F. Burriel et al (6),

* A. J. Vogel (46),

B. METODOLOGIA PARA DETERMINAR EL CONTENIDO DE HIERRO

EN ALIMENTOS,

El método analitico propuesto esta basado en la intensidad.de color. El lvlierro»
muestral se trata con ciertos reactivos que formen un compuesfd c_ol_;;rido cén aquél, El ‘
compuesto absorbe luz mis fuertemente a la longitud de onda corr,e"s‘pon(lie‘nté a 510
nm. Puesto que la luz de tal longitud de onda es azul-verde, la luz no absorbida que
serd la que percibimos visualmente en solucién es ~‘naranj;1 a rojo. [anpléarerllos 2l

principio de que la intensidad de la luz absorbida es proporcional a la concentracion de

~ hierro en solucion, de acuerdo con la Ley de Beer (determinacion espectrofotométrica).

En general, es necesario disponer de los siguientes reactivos:
-Un reactivo que sitva para ajustar el pH entre 4 y 6 (una solucion elaborada con

10 g de acetato de sodio en 100 ml de agua* resultaria ttil).




-Un reactivo que convierta todo el hierro (11) a hierro (I1) (10 g de cloruro de
hidroxilamonio en 100 m! de agua *).

-Un reactivo que forme con ¢l Fe2+ un compuesto colorido en el rango de pH
indicado (100 mg o-fenantrolina/100 ml agua*).

La secuencia de trabajo para la cuantificacion del hierro en una muestra de

alinento es la siguiente:

1. Calcinar una muestra de alimento, pesada previamente,
en un crisol, hasta total descomposicidn.

2, Tratar la muestra calcinada con dcido, filtrarla y afadir el
reactivo que genere el compuesto  color  rojo
correspondiente. Diluir y aforar en un matraz volumétrico
de 100 il |
3. Midase la absorbancia de la solucion.

4. Utilizar una curva de calibracién con soluciones de
concentracién conocida de Fe2+,

5. Calctlese Ia cantidad de hierro presente en la muestra y

en una cantidad estandar.

Para preparar una solucion patron de hierro (I1) se requieren 0.0702 g de sulfato-
ferroso de amonio, Fe(NH4)2(S04)2-6H20, transferidos cuantitativamente a un matraz

voluméirico de un litro y aitadiendo agua suficiente para disolver la sal. Se le.adiciona
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2.5 ml de 17504 concentrado y se afora hasta la marca de un litto. La concentracidn
de esta solucion es de 10 ppm de hierro *,

Las soluciones para la curva de calibracion -de acuerdo a la metodologia
propuesta- se elaboran variando desde 1 m! de solucidn patrdn de hierro hasta 25 mi de
ésta en sendos matraces volumétricos de 100 mi, que tendran adicienados -incluido el
de la muestra problema- 1 ml de del cloruro de hidroxilamonio, 5 ml de o-fenantrolina

y 8 ml del acetato de sodio. El agua destilada puede funcionar como blanco *.

R. G. Silberman et al (43),

* (. D. Christiau (9).
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FIGURA 1. Diagrama de potevncial‘ vs pH correspondiénte al hierro C=0,01 M (F.

Burriel et al (6)).
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