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JUSTIFICACION

JUSTIFICACION

El color y la apariencia son quizé los atributos de calidad més importantes de los alimentos,
estas caracteristicas son las primeras que seran evaluadas por el consumidor ya que estan
relacionadas con el sabor y frescura del alimento.! Tal es la importancia de estas propiedades
gue aun los alimentos mas nutritivos, sanos y econdmicos, si ho son atractivos, no se
favorecera su venta. Esta es la razén por la cual los colorantes son de gran importancia en la
industria de alimentos. Los colorantes utilizados en esta industria, son principalmente de origen

sintético y su uso se ha restringido en los ultimos afios debido a su toxicidad.

Las antocianinas son colorantes naturales que han cobrado gran importancia en los ultimos
afos en las comunidades cientificas e industriales porque, ademas de su color, son benéficas
para la salud humana, por su capacidad antioxidante. Estos colorantes se encuentran
ampliamente distribuidos en los vegetales, flores y frutos produciendo en ellos distintos colores
como rojo, azul, morado y negro; sin embargo, el problema es su inestabilidad frente a diversos
factores como luz, pH y temperatura. No obstante, se ha reportado? que existen antocianinas
altamente aciladas con mayor estabilidad frente a los factores mencionados anteriormente,

pero las fuentes de donde se pueden obtener son limitadas.

Se sabe que algunos maices® y diferentes especies de salvias deben su coloracién a la
presencia de antocianinas aciladas.” Estos materiales son una fuente potencial de colorantes
naturales para la industria de alimentos, sin embargo, los reportes de aislamiento y
caracterizaciéon son limitados. Debido a la falta de estudios que proporcionen informacion sobre
la presencia, estructura y caracterizacion de antocianina aciladas de maices® (especialmente

maiz morado) y salvias se ha decidido llevar a cabo esta investigacion.
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México es un pais que cuenta con una gran variedad de recursos naturales en todo su
territorio, ocupa el cuarto lugar en biodiversidad del mundo con 26 000 especies vegetales
entre ellas los maices y las salvias. Asi mismo, México es considerado el centro de origen del
maiz, razon por la cual cuenta con una gran variedad de esta graminea. Estos maices estan
distribuidos a lo largo y ancho del territorio mexicano lo que demuestra su adaptabilidad a
diversas condiciones climatoldgicas y geograficas. En cada region agricola existen variedades
de maiz adaptadas y todas ellas estan relacionadas con algunas de las mas de 50 razas que
han sido descritas para México.® Como consecuencia de esta diversidad existen maices de
diferentes tamafios, formas y colores, asi encontramos maices con grano de color blanco,
amarillo, rosa, rojo, morado, azul y negro, la coloracion también se presenta en diferentes
6rganos de la planta como son el tallo, las hojas, el olote, y las bracteas llamadas comunmente
totomoxtle, que son las hojas que cubren el fruto.” Otra muestra de diversidad se puede
observar en el género Salvia, con aproximadamente 300 especies en México, de las cuales
entre el 85-88% son endémicas, éstas presentan diferentes formas de crecimiento incluyendo
hierbas anuales y perennes, arbustos y raramente arbustos trepadores; ademas el 76.5% de

las especies presentan flores azules o moradas.®

De acuerdo a lo reportado, ®° la coloracién de los maices y salvias es debida a la presencia de
antocianinas aciladas. Sin embargo, se han estudiado poco las antocianinas presentes en los
maices coloridos nativos de México y no hay reportes de las antocianinas presentes en salvias
que crecen en este pais. Las antocianinas son el grupo mas grande de pigmentos
hidrosolubles y el contenido de diferentes tipos de antocianinas es el responsable de la gran
variedad de colores que presentan estos materiales. Las antocianinas son colorantes inocuos,
de facil incorporaciéon en un medio acuoso y son una alternativa para la sustitucion de los
colorantes sintéticos. Salinas™ reportd en el 2005 el potencial que tienen las antocianinas
presentes en el grano de maiz morado como colorantes naturales en yogurt natural comercial.
Un mayor conocimiento en la composicion de antocianinas en los maices y salvias analizados
puede conducir al descubrimiento de nuevas fuentes de colorantes naturales de mayor

estabilidad que los utilizados actualmente.
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1. Colorantes Naturales

Un colorante es cualquier sustancia quimica natural o sintética que confiera color al medio que
lo contenga, los colorantes sintéticos son ampliamente usados ya que poseen una mayor
uniformidad, poder de tinciébn y estabilidad; sin embargo, algunos son causantes de
enfermedades crénicas, lo cual ha provocado un interés a nivel mundial en los colorantes
naturales. Los consumidores se preocupan cada vez mas por los productos que adquieren y
como consecuencia, los gobiernos establecen cada vez mas restricciones acerca del uso de los

colorantes sintéticos.

El uso de biocolorantes muestra mayores ventajas frente a los colorantes sintéticos, ya que la
mayoria de ellos son menos toxicos, algunos son solubles en agua, como es el caso de las
antocianinas, lo cual facilita su incorporacién en sistemas acuosos y son amigables con el
medio ambiente. A pesar de estas ventajas, presentan ciertas limitaciones tal como su baja
estabilidad, bajo poder de tincidon y alto costo de extraccion. No obstante, la estabilidad puede
ser mejorada por el uso de ciertos aditivos como las dextrinas y maltodextrinas, también se ha
demostrado que el aumento en la glicosilacién y la acilacién incrementa considerablemente su
estabilidad.’* Asi, el uso de antocianinas aciladas podria ser una alternativa al uso de
colorantes sintéticos en productos alimenticios tales como bebidas, confiteria, panaderia, en

helados, gelatinas, mermeladas y leches saborizadas.*?

Hoy en dia ya se obtienen antocianinas termoestables a partir de la col morada, la cual
contiene quince antocianinas, la mayoria derivadas de la cianinina-3,5-O-diglucésido, acilada
con Aacido ferulico, cindAmico y/o p-cumarico, que aunque tienen un alto costo, este es

compensado por su alta estabilidad.*?
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2. Compuestos Fendlicos

Las plantas contienen una serie de sustancias que intervienen en el metabolismo secundario y
cuya funcion es variada como ejemplo se encuentran los reguladores de crecimiento,
protectores naturales frente a parasitos y/o depredadores.™ En este grupo se encuentran los
polifenoles que son un conjunto heterogéneo de compuestos con una gran capacidad
antioxidante y que estan distribuidos ampliamente en la naturaleza. Estos polifenoles estan
compuestos por uno o mas anillos arométicos con un numero variable de grupos hidroxilo; se
han caracterizado cerca de 10 000, algunos son solubles en disolventes orgénicos, otros son
solubles en agua y otros son polimeros insolubles. Se pueden clasificar de acuerdo al nimero
de anillos arométicos y de los elementos estructurales que los conforman en: 1) fenoles simples
0 &cidos fendlicos, entre ellos se encuentran los 4cidos benzoicos (C6-C1), acetofenonas (C6-
C2) y acidos hidroxicinamicos (C6-C3), 2) estilbenos (C6-C2-C6), 3) lignanos (C6-C3), y
4) flavonoides (C6-C3-C6) (Figura 1). Se han aislado mas de 4 000 flavonoides y se han
ordenado de acuerdo a las variantes estructurales que presenta su estructura general entre

ellas se encuentran flavonas, isoflavonas, flavonoles y antocianinas.**

Las propiedades fisicas de los polifenoles dependen de la clase de flavonoide considerado y si
esta en forma libre, glicésido o sulfato (Figura 2). Existe un interés especial en los flavonoides
debido a su actividad antioxidante y a que reducen la concentracién de radicales libres y en
algunos casos quelatan a iones metalicos. Algunos polifenoles presentan actividad como
agentes mutagénicos, estimulan la actividad de la enzima fenolsulfotransferasa implicada en la
desintoxicacion de compuestos metabdlicos potencialmente tdxicos y poseen actividad
bactericida, también presentan propiedades antimicrobianas, antitumorales, antitrombosis e
inhiben la tendencia a la peroxidacién. Uno de los mecanismos involucrados en la actividad
antioxidante, establece la donacion de electrones o atomos de hidrégeno a los radicales

libres.*®
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3. Generalidades de Antocianinas

Las antocianinas constituyen el primordial grupo de flavonoides responsables de la coloracion
de frutos, flores y hojas. Su coloracion puede ser rosa, morada, azul, naranja o negra,
dependiendo de diferentes factores como la concentracion, el pH y de su interaccion con otros
pigmentos. El tipo de antocianinas depende de la fuente de la que se obtengan. El interés que
actualmente se tiene por estos compuestos ha hecho necesario encontrar un método eficiente

para su extraccion y cuantificacion.

En la naturaleza se producen 10° toneladas de antocianinas. Una de las mejores fuentes para
su extraccion es la uva, debido a que las antocianinas que contiene presentan complejos
fendlicos brindandoles asi mayor estabilidad.'® Sin embargo, existe una larga lista de otras
fuentes de interés que actualmente son estudiadas tales como: berenjena, arandano, ardndano
agrio, frambuesa, zarzamora, maiz colorido, cebolla morada, col morada, durazno, granada,
higo, jamaica, jitomate, cereza, camote, fresa, zanahoria, entre otros.'” En 2003 Giusti’ observo
gue la estabilidad de las antocianinas es mayor al aumentar el grado de acilacibn como las que

se encuentran en el camote, el rdbano y la zanahoria morada.

Se ha identificado una gran variedad de antocianinas con propiedades diferentes, una de ellas,
el color, que depende de la presencia de diferentes sustituyentes en la estructura principal. Se
conocen 539 antocianinas aisladas hasta el afio 2006 y se continGan dando a conocer nuevas
antocianinas cada afio. Las antocianinas estan compuestas por una estructura base
(antocianidina) y una unidad glicosidica. La estructura basica (antocianidina) tiene un esqueleto
C6-C3-C6, formado por un anillo aromatico (A) y un heterociclo (C), unidos por un enlace
carbono-carbono con un tercer anillo aroméatico (B), esta estructura es conocida como 2-

fenilbenzopirilio o también llamado sal de flavilio (Figura 3).

Nombre Patréon de Sustitucion

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
Cianidina Cy OH OH H OH OH OH H
Delfinidina Dp OH OH H OH OH OH OH
Malvidina Mv OH OH H OH OMe OH OMe
Peonidina Pn OH OH H OH OMe OH H
Pelargonidina Pg OH OH H OH H OH H
Petunidina Pt OH OH H OH OMe OH OH

Figura 3 . Antocianidinas principales
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Las antocianinas se diferencian entre si por el nUmero de sustituyentes hidroxilo y/o metoxilo, y
el tipo de azlcares, Aacidos alifaticos o aromaticos que estan unidos a ellas.! Las
antocianidinas (nucleo base) mas comunes en la naturaleza son: cianidina (Ci), delfinidina (Df),
malvidina (Mv), peonidina (Pn), pelargonidina (Pg), y petunidina (Pt), de estas las mas
abundantes son las tres no metiladas (Ci, Df y Pg).*

Los azucares mas comunes en las antocianinas son: glucosa, ramnosa, galactosa y arabinosa
generalmente estan unidos en la posicion 3 del flavonoide, y menos frecuente en las posiciones
3,5-y 3,7- . Ademas de la glicosilacion, la presencia de grupos acilo es comun. Los acidos mas
frecuentes implicados en la acilacién de azucares son acidos aromaticos como p-cumarico,
cafeico, ferilico, sinapico y raramente el hidroxibenzoico™; los acidos alifaticos mas comunes
son el malénico, acético, malico, succinico y oxalico. Estos sustituyentes acilo esterifican
generalmente al grupo —OH la posicién 6 del azucar, aunque se han hallado patrones de

acilacion méas complejos.*

La variedad de colores que presentan las antocianinas depende de los sustituyentes de la
molécula, cuando la estructura presenta mas sustituyentes hidroxilo (OH) el color tiende al azul
y cuando presenta mas sustituyentes metoxilo (CHzO) el color tiende al rojo-naranja (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de los sustituyentes en la coloracién de las antocianinas



MARCO TEORICO

La sintesis de antocianinas se lleva acabo por medio de dos rutas metabdlicas: 1) la del acido
shikimico y 2) la del acetato-malonato, y las moléculas precursoras son: malonilCoA y p-
cumaril-CoA como se observa en la Figura 5.

La principal reaccion de biosintesis es la condensacion de los acilos provenientes de cumaril-
CoA y tres moléculas de malonil-CoA catalizada por la enzima chalcona isomerasa que lleva a
cabo la isomerizacién de chalcona a flavona, misma que es convertida en antocianinas. Los
pasos finales en la sintesis de antocianinas son las acilaciones y las glicosilaciones, en primer

lugar en el C-3 para estabilizar el cation flavilio."

Las antocianinas son sintetizadas en el citoplasma cerca del reticulo endoplasmico; el
citoplasma se encuentra a un pH de 7 donde las antocianinas se encuentran en forma de
pseudobase sin coloracion alguna o ligeramente azules (base quinoidal). Después de ser
sintetizadas, las antocianinas son transportadas hacia la vacuola donde el pH es generalmente
de 4.5 a 5.5 donde las antocianinas se tornan de color rojo.*
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Las antocianinas son inestables y muy susceptibles a la degradacion. Su estabilidad es
afectada por diversos factores como estructura quimica, pH, temperatura, concentracion, luz

oxigeno, enzimas, flavonoides, proteinas y iones metélicos.™

Estructura quimica. Algunas antocianinas son mas estables que otras. En general, el aumento
en el nUmero de sustituyentes hidroxilo disminuye la estabilidad, mientras que el aumento en el
nuamero de sustituyentes metoxilo aumenta la estabilidad. Por otra parte, el aumento en el
grado de glicosilacion y acilacion aumenta la estabilidad.* Las antocianinas que contienen &cido
cinamico son capaces de isomerarizar de trans a cis el ester cinamico, lo que provoca una

intensificacion del color y una mayor resistencia a la hidratacién del nacleo.*

El pH. Este es uno de los factores mas importantes en la estabilizacion o degradacién de las
antocianinas. En solucién acuosa las antocianinas pueden existir en cuatro posibles formas
estructurales: A pH 1 el cation flavilio es la especie predominante con coloracion roja. Entre pH
2-4 la base quinoidal es de color azul, a valores entre 5-6 la especie es incolora y a valores
mayores de pH 7 las antocianinas se degradadan dando como resultado una coloracion
amarilla que corresponde a las formacion de la chalcona. (Figura 6)
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Figura 6. Estructuras de antocianinas en medio acuoso a diferentes pHs
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Temperatura. En general, los grupos que tienden a aumentar la estabilidad frente al pH también
conducen a un aumento en la estabilidad térmica. Las antocianidinas con un elevado grado de

hidroxilacion son menos estables que las antocianidinas metiladas, glicosiladas o aciladas. *

Acilacién. La acilaciébn de antocianinas se da generalmente en el residuo glicosidico y los
grupos acilos pueden ser alifaticos y/o aromaticos. Estos se encuentran unidos generalmente al
oxigeno presente en el carbono 6 del azticar. Cevallos en 2004, mostr6 que las antocianinas
aciladas con &cidos aromaticos hidroxilados eran mas estables al procesamiento vy
almacenamiento, ademas el aumento en la estabilidad se atribuye a que las moléculas se van
apilando alternadamente, reduciendo asi la susceptibilidad de un ataque nucleofilico del agua y
la subsecuente formacion de la pseudobase o chalcona.

Metales. La formacion de complejos de iones metalicos con antocianinas

La funcién de las antocianinas en los diferentes érganos de los vegetales no esta bien definida,
sin embargo, existen diferentes hipétesis de sus funciones como son: (1) proteccion de los
cloroplastos por exposicién prolongala a la luz, (2) atenuacién de la radiacion UV-B vy (3)
actividad antioxidante.?® De manera general, las funciénes mencionadas son consecuencia de
factores que representan estrés para la planta como un exceso de luz, radiacion UV,
temperaturas extremas, deficiencias de nutrientes, sequia, infecciones bacterianas o por
hongos. Por lo tanto, se ha considerado que las antocianinas son una respuesta al estrés o

parte de un mecanismo que disminuye sus efectos.

Durante la fotosintesis es necesaria la luz, sin embargo, un exceso de ésta puede
desencadenar reacciones indeseables produciendo especies reactivas de oxigeno como O5”
H,O, y OH’, dafando las membranas causando degradacion de los cloroplastos, a esto se le
conoce como estrés oxidativo, el cual es causado por un desequilibrio entre la produccién de
especies reactivas de oxigeno y la capacidad de la planta para protegerse. La presencia de
antocianinas reduce el dafio a los cloroplastos,® aunque el proceso ain no esta
completamente claro, se han relizado estudios donde demuestran la capacidad fotoprotectora
de las antocianinas frente a un exceso de luz.?> También, las antocianinas funcionan para la
atraccion de polinizadores, para alejar herbivoros y parasitos ya que para estos el color rojo

indica toxicidad.



MARCO TEORICO

En los humanos las antocianinas actian como antioxidantes por su capacidad para reaccionar
con los radicales libres. Diversos estudios han demostrado que hay una relacion entre el
contenido de antocianinas en la dieta y un efecto protector contra enfermedades crénico
degenerativas, estas actian como inhibidores de carcinogénesis y mutagénesis, y esto se
atribuye a su capacidad antioxidante que es mayor que la que presenta la vitamina C y E.*

Las antocianinas se han extraido utilizando disolventes como etanol o metanol con una
pequefia cantidad de acido (clorhidrico, férmico y acético, entre otros) con el proposito de
formar el cation flavilio, mismo que en condiciones &cidas se estabiliza y previene la
degradacion de antocianinas. También se han utilizado diferentes métodos de extraccion como
son el uso microondas, ultrasonido, enzimas y diéxido de carbono CO,. Para la purificacion de
antocianinas se ha utlizado la cromatografia, en donde la polivinilpirrolidona (PVP),
octadecilsilano (ODS), Sephadex G-25, Sephadex LH-20, poliamida, resinas de intercambi6
iénico, alimina &cida son usadas como fases estacionarias,?® también se ha utilizado la
extraccion en fase sélida y electroforesis.’® La técnica mas utilizada actualmente es la
extraccion en fase sélida, SPE, por sus siglas en inglés (Solid Phase Extraction). esta técnica

es la mas facil en la cual se usan cartuchos de C18 y Sephadex.

Para la separacion de antocianinas a gran escala la cromatografia en columna abierta ha
resultado una opcién, sin embargo, ninguna fase estacionaria ha mostrado tener una alta
resolucion y adecuada retencion, por ejemplo, la silica gel muestra una buena resolucién, es
decir, hay una separacion completa de las diferentes antocianinas, pero la retencién es muy
fuerte y no es posible recuperar las antocianinas, por el contrario, la celulosa no tiene buena

resolucion, no obstante se logran recuperar la mayor cantidad de antocianinas.

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) es una técnica utilizada en el andlisis de
antocianinas, en la que se emplean diferentes metodologias y los detectores mas usados son
el UV-VIS y el de fotodiodos.'® La CLAR tiene como ventaja cortos tiempos de separacion y

una alta resolucion.
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La espectroscopia de UV-VIS es la principal técnica usada para la cuantificacion de
antocianinas debido a su simpleza y a su bajo costo.?’ La espectrometria de masas (EM) y la
resonancia magnética nuclear (RMN) se han convertido en las técnicas mas usadas para la
identificacion de antocianinas.*

La espectrometria de masas es una técnica muy utilizada en el andlisis de productos naturales,
proporciona informacion del peso molecular exacto y la fragmentacion que sufre la molécula, lo
gue permite conocer su estructura. En el andlisis de antocianinas las técnicas de ionizacion
utilizadas son: APCI-MS (Atmospheric Pressure Chemical lonization-Mass Spectrometry), FAB-
MS (Fast Atom Bombarder-Mass Spectrometry) y ESI-MS (ElectroSpray lonization-Mass
Spectrometry) que estan generalmente acopladas a CLAR.

4. Generalidades del Maiz

El maiz pertenece a la familia de las gramineas, al género Zea; éste comprende cuatro
subespecies que se sabe son originarias de México y Centroamérica: (1) Zea mays L. ssp
huehuetenangensis, (2) Zea mays L. spp mexicana, (3) Zea mays L. ssp. parviglumis
(teocintle) y (4) Zea mays L. ssp. mays a esta Ultima pertenece el maiz y es la Unica
subespecie cultivada de este género. La domesticacion ha determinado una de las
caracteristicas mas notables del maiz que gener6 una amplia variedad de razas. Estas razas
son tan diversas que su numero va de 220 a 300. En América se ha originado el 90% de todas
las razas,?® de las cuales se ha demostrado que 64 razas son originarias de México, dentro de
estas razas se encuentran maices con diferentes

tonalidades de blanco, amarillo, rojo, morado, purpura mﬁcu N
ip ﬁ.‘ 1" "a' ‘l ;
maiz ha sido y sigue siendo el producto de mayor s".1 } 'ﬂ’ ‘ @ E

consumo nacional, es la fuente principal de . ,L
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Figura 7. Variedad de maices encontrados en México
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mientras que los maices pigmentados son producidos por agricultores locales en pequefias
superficies para autoconsumo, aungque hoy en dia existen regiones muy definicas como Puebla
y el Estado de México en donde el maiz pigmentado o criollo es altamente demandado,
inclusive se pueden observar parcelas con aproximadamente un tercio de su superficie

sembrada con maices coloridos.*°

Los usos que se le ha dado al maiz dependen de la parte de la planta y su estado de madurez,
asi tienen un uso especifico debido a que poseen caracteristicas y propiedades tecnolégicas
diferentes. El grano seco es usado para la elaboracion de tortillas, tostadas, atole, tamales,
totopos, pinole, pozole, pozol, etc. Las hojas que cubren el fruto del maiz, también llamadas
totomoxtle, son usadas para envolver tamales; el olote se usa como alimento para animales, el
tallo se usa como combustible e incluso los hongos de la mazorca tierna se usan como
alimento (Huitlacoche). En México se han documentado mas de 600 recetas de alimentos

preparados con base en el maiz, ademas de su uso en bebidas y como medicamento.

El proceso de crecimiento del maiz pasa por etapas que van desde el sembrado hasta la
maduracioén del grano (Figura 8). Este proceso de crecimiento comienza con la nascencia, fase
que se extiende desde la siembra hasta la aparicion del coleoptilo (las primeras hojas de la
plantula). La etapa de nascencia dura entre 6 y 8 dias. Después llega el periodo donde crecen
las hojas con una frecuencia de una cada tres dias, y en cuatro 0 cinco semanas, la planta
tiene formadas todas sus hojas. Luego viene la etapa de floracion, después de 4 a 6 semanas
comienza la emision del polen que dura de 5 a 8 dias comenzando asi la reproduccion, y
posteriormente dando paso a la formacién del jilotillo, elote y mazorca sucesivamente. Con la
aparicion del jilotillo comienza el llenado del grano con almidén. Finalizado el proceso de
maduracion (elote). Después da comienzo la senescencia, provocando la sucesiva pérdida de

humedad la que le da el caracter de mazorca.*

Etans 0.5

Fhiy

Figura 8. Ciclo de crecimiento del maiz.”®
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4.3. Antocianinas de maiz

El color de los maices se debe a la presencia de

antocianinas y esta coloracion puede variar como se

observa en la Figura 9, donde se presentan diversos

maices de

antocianinas en las variedades pigmentadas del maiz, lo
hace un producto potencial para el suministro de colorantes
y antioxidantes naturales. Por ello paises como China,
Bolivia, y Estados Unidos han incrementado en los ultimos

afios las investigaciones de antocianinas del maiz morado e

la regibn de Tlaxcala. La presencia de

Figura 9. Variedad de maices en Tlaxcala

inclusive la extraccion a nivel industrial.®

Se han realizado estudios acerca del contenido de antocianinas en los granos de maices

coloridos y en algunos otros 6rganos de la planta,® también se han estudiado los tipos de

antocianinas e incluso los genes que controlan su sintesis y se encontré que las antocianinas

pueden estar presentes en todas las estructuras de la planta, el olote, el totomoxtle y los

granos. (Figura 10)

(Y, RAICES

A

Hoja ------—-
Owvario
Mazorca -----—
Granosg --------

Olote

Pedanculo

Figura 10. Morfologia basica del maiz. 7

GRANOS o7
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Las antocianinas del grano de maiz pueden estar presentes en el pericarpio o en la capa de
aleurona (Figura 11). Si las antocianinas contenidas en el grano del maiz, se acumulan en el
pericarpio, y su concentracion es alta, entonces estos se usan para extraer los pigmentos,”
también se pueden acumular en la aleurona, dando con ello un grano que puede usarse en el
proceso de nixtamalizacion para la elaboracion de productos con tonalidades azules, ya que en
el proceso de molienda no se logra separar la aleurona del endospermo efectivamente. La
cantidad y tipo de antocianinas presentes en los granos de maiz hacen que exista variacion en
el color del grano. Los maices con alto contenido de cianidina (un tipo de antocianina) tienen
tonalidades azul/morado, mientras que los que contienen una baja cantidad tienen tonalidad
rojiza. Los derivados mas comunes de la cianidina en el maiz contienen un sustituyente
malonil. ElI grano de maiz morado es el mas estudiado por su alta concentracion de
antocianinas y actualmente es utilizado para la extracciébn de pigmentos. Los contenidos de
antocianinas totales varian de acuerdo a las técnicas de extraccion y del germoplasma

utilizado.?®

S\ PERICARPIO

ENDOSPERMO

ALEURONA

EMBRION

A

. . 80 . . ’. .
Figura 11. A. Esquema del grano de maiz. = B. Microscopia del grano de maiz en el cual se observa el color rojo en el
o . 81
pericarpio.

En los ultimos afos se han publicado diversos trabajos sobre identificacion de antocianinas en
el grano de maiz. Al inicio se realiz6 mediante técnicas cromatogréaficas en papel y en capa
fina, asi se identific6 la cianidina-3-O-glucésido, pelargonidina-3-O-glucésido y algunos
derivados acilados.** Actualmente mediante el uso de CLAR-EM* (Cromatografia de Liquidos
de Alta Resolucién, acoplado a espectrometria de masas) se puede determinar la estructura

quimica de cada antocianina, como en el estudio realizado por Jing en 2007, el cual identifico
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las nueve antocianinas contenidas en el maiz morado, dentro de las cuales se encontraron las
antocianinas aciladas cianidina-3-O-(6"-malonil)glucésido y la cianidina-3-dimalonilglucésido.’

El grano de maiz utilizado en la mayoria de estos trabajos ha sido el maiz morado, que se
cultiva en la region andina, principalmente la raza primitiva Kulli y la raza incipiente morado
cantefio.® Los andlisis se han efectuado directamente a partir del grano molido. El perfil de
antocianinas y su identidad fueron similares a las contenidas en otros maices de los cuales se
han aislado e identificado entre 8 y 11 antocianinas. La concentracion de antocianinas en los
granos de diferentes variedades de maiz van de 0.5-5.6 mg/g mientras que en el olote son de
alrededor de 9 mg/g y en el totomoxtle hasta de 24 mg/g (Cuadro 1). Del total de las
antocianinas conocidas las que se encuentran en mayor proporcién son: cianidina-3-O-
glucésido, cianidina-3-O-(6"-malonil)glucésido y peonidina-3-O-glucésido y las presentes en
menor proporcién son: peonidina-3-O-(6"-malonil)glucésido, pelargonidina-3-O-glucésido vy
pelargonidina-3-O-(6”-malonil)glucésido. Debe tenerse en cuenta que la proporcion relativa de
las antocianinas en granos del mismo color es variable y puede modificarse por efecto del

genotipo y del ambiente de produccién.?®

Cuadro 1 Concentracion y tipo de antocianinas encontradas en maices coloridos

Maiz (Lugar) Concentracién (mg/g) Antocianinas mayoritarias Referencia
Grano de maiz morado raza Kulli No reportado Cianidina-3-0-glucésdido 15
(Cochabamba, Bolivia) P Cianidina-3-0-(6""-malonil)glucésido
Grano maiz Shaman azul - - 34
.22 -3-0-g|
(mercado, Ontario, Canads) 0.225 Cianidina-3-0-glucésido
Grano maiz morado raza Kulli Cianidina-3-0-glucésido 34
X h 0.965 T L .
(mercado, Ontario, Canadad) Cianidina-3-0-succinilglucésido
Grano maiz rosa - " . - 34
(mercado, Ontario, Canads) 0.093 Cianidina-3-0-(6"-malonil)glucésido
Grano maiz rojo 0.558 Cianidina-3-0-glucésdido 34
(mercado, Ontario, Canada) ) Peonidina-3-0-glucdsido
Grano maiz m.o.rado razano Cianidina-3-0-glucdsdido 31
especificada 0.558 Pelargonidina-3-0-glucdsido
(Cd. de Fengyang, China) g g
Olote maiz morado raza no Cianidina-3-0-glucésdido
especificada 0.923 Cianidina-3-0-(6"-malonil)glucésido 3
(Cd. de Fengyang, China) Pelargonidina-3-0-glucésido
Olote de maiz morado raza no Cianidina-3-0-glucésdido
especificada 9.8 Cianidina-3-0-(6"-malonil)glucésido »
(Chorrillos-Lima, Peru) Peonidina-3-0-glucdsido
Olote de maiz morado 2913 Cianidina-3-O-glucésido %
raza no especificada o . .
- Cianidina-3-0-succinilglucésido
(Norteamérica)
Totomoxtle de ma.l.z morado raza Cianidina-3-0-glucésido 36
no especificada 0.5-18 - > -
, . Cianidina-3-0-succinilglucésido
(Norteamérica)
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5. Generalidades de Salvias

Las salvias son el género mas niumeroso de la familia Lamiaceae, con 700 a 900 especies, este
género se distribuye extensamente especialmente en América Central y Sudamérica, y ha
despertado el interés en su investigacion fitoquimica desde hace muchos afos debido a que a
muchas salvias se les atribuyen propiedades curativas. Algunas especies son de gran
importancia econdmica, debido a su contenido de aceites esenciales que son utilizados en la

industria alimenticia y cosmética.

El nombre de salvia viene del latin salvare (significa curar) aludiendo a las virtudes medicinales
de una gran variedad de especies aromaticas del género. La familia Lamiaceae incluye
alrededor de 900 especies con una distribucién casi cosmopolita sus principales centros de
diversidad estan en el sureste de Asia, Mesoamérica y Sudamérica.®’ Existe un gran nimero
de salvias en México como lo son la Salvia mexicana, S. hispanica, S. mycrophylla, S.
polystachya, S. leucantha, S. purpurea, S. amarissima, S. lasiantha, etc.

Algunas salvias han sido cultivadas a lo largo de la historia por sus diversas aplicaciones como
plantas medicinales o0 como especies aromaticas para la industria alimentaria, del perfume y
cosmética. Por ejemplo la S. miltiorrhiza es usada para el tratamiento de enfermedades
coronarias, cardiovasculares, hepatitis e insomnio.* Estudios quimicos del género salvia
muestran que contienen diterpenos como sus principales metabolitos y en los Ultima década se
ha puesto mucha atencién en los compuestos hidrofilicos como algunos polifenoles, que

presentan actividades antioxidantes, antitumorales y antivirales.*

Las salvias contienen una gran variedad de compuestos principalmente triterpenos y diterpenos
y también los acidos fendlicos que consittuyen la mayor parte de los componentes solubles en
agua. En el caso de la Salvia microphylla que esta distribuida en México se han encontrado en
sus partes aereas triterpenos como el eritrodiol-3-acetato, lupeol y el acido oleandlico,
diterpenos como el 4cido 7-a-hidroxisandaracopimérico, acido 7,15-isopimaradien-14a-18diol,
entre otros. En la Salvia coccinea también se han encontrado sitoesteroles vy triterpenos.®® Los
acidos derivados del &acido salvianolico son constantes en S. miltiorrhiza, S. chinensis y
S.yunnanensis ademas de los acidos benzoicos, protocatequinico, vainillinico, 2,4-

dimetoxibenzoico. El acido cafeico juega un papel central en la bioquimica de la familia
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Lamiaceae y se presenta principalmente como dimero. En diferentes especies de salvias el
acido cafeico es la unidad fundamental de los metabolitos fendlicos que pueden estar como
monodmeros y oligbmeros. Los trimeros y tetrameros son los de mayor interés en la industria
farmacéutica ya que presentan actividades biolégicas importantes. El acido rosmarinico es el
méas abundante dimero del acido cafeico presente en las especies de Salvias, el cual se ha
reportado que es el principal responsable de la capacidad antioxidante.*

Las salvias son fuentes importantes de polifenoles, flavonoides y acidos fendlicos. Las
flavonas, flavanoles y sus glucésidos constituyen la mayor parte de los flavonoides presentes.
Las antocianinas altamente aciladas con acidos malénico, cafeico y cumarico son abundantes
en las flores rojas 0 azules que presentan algunas salvias, ademas forman complejos con otros

flavonoides dando asi una mayor estabilidad al pigmento.®

Las salvias son plantas con abundantes flores y el color de la flor depende de la especie. Se ha
encontrado que las antocianinas de S. splendens son derivados de la pelargonidina.* Por otra
parte, se han identificado las antocianinas de la S. uliginosa que contiene a la delfinidina como
base estructural, la cual esta glucosilada y contiene ademas grupos acilo de los acidos p-
cumarico, malénico y acético.” En el Cuadro 2 se presenta una revision de las antocianinas
presentes en salvias. Por otra parte, estudios de 10 especies de salvias mostraron que las
flores de color rojo y rosa contenian pelargonidina, las azules delfinidina y las moradas y

violetas a derivados de la cianidina cuyas estructuras principales se muestran en la Figura 12.%°
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Cuadro 2. Antocianinas presentes en las flores de salvias estudiadas hasta el 2002. 38

Salvia

Color de la flor

Antocianinas

Salvia coccinea

Rojo

Salvia splendens

Pelargonidina-3-0-(6"'-cafeoilglucésido)-5-(4"",6""-
dimalonilglucésido) -Salvianina-
Pelargonidina-3-0-(6"'-p-cumaroilglucésido)-5-(4",6" -
dimalonilglucésido) -manardaeina-
Cianidina-3-0-(6"'-p-cafeoilglucésido)-5-(4""’,6"’-dimalonilglucdsido)
Cianidina-3-0-(6"'-cafeoilglucdsido)-5-(6"""-malonilglucdsido)
Cianidina-3-0-(6""-cafeoilglucdsido)-5-glucésido

Salvia patens

Pelargonidina-3-0-(6"'-cafeoilglucdsido)-5-(6"""-malonilglucdsido)
Pelargonidina-3-0-(6""-cafeoilglucdsido)-5-glucdsido
Pelargonidina-3-0-(6"’-cumaroilglucésido)-5- (6""’-malonilglucésido)
Pelargonidina-3-0-(6""-cumaroilglucdsido)-5- glucésido

Azul

Salvia uliginosa

Delfinidina-3-0-(6"'-p-cafeoilglucdsido)-5-(6"""-malonilglucésido)

Azul

Salvia farinacea

Delfinidina-3-0-(6""-p-cumaroilglucésido)-5-(4"""-acetil-6""’-
malonilglucésido)
Delfinidina-3-0-(6""-p-cafeoilglucdsido)-5-(6""’-malonilglucésido)

Salvia horminum

Delfinidina-3-0-(6""-p-cafeoilglucésido)-5-(-6""’-malonilglucdsido)

Cianidina-3-0-(6""-p-cumaroilglucdsido)-5-glucdsido
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Figura 12. Antocianinas aciladas de especies de salvias
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Las antocianinas pueden formar complejos que aumentan la estabilidad del pigmento, un
ejemplo de los complejos formados por las antocianinas con otros flavonoides es el que esta
presente en la S. patens en el que su principal antocianina es la delfinidina-3-O-(6"-p-

cumaroilglucésido)-5-(6""-malonilglucésido) y forma un complejo muy estable con la 7-4'-
diglucosilapigenina y el cation magnesio (Figura 13) en donde varias unidades de antocianina y

de apigenina interaccionan con el cation Mg2+.**

HO
OH

g'm
OH
HO 7/"---+"--/'/" OH
— '-«_;--7\.
H/
H O
|
,( "QXI'/\:“/ 0
oA O/ yo oy "
OH B
HO
HO

Figura 13. Complejo antocianina, apigeninay Mg2+. “



HIPOTESIS

HIPOTESIS

# El maiz morado de Ixtenco y el maiz cacahuacintle contienen antocianinas aciladas en
diferentes érganos de la planta y es posible que la concentracion de antocianinas
aciladas sea mayor en algun 6rgano y en alguna etapa especifica de crecimiento.

# Se ha encontrado que las flores de algunas especies de salvias de América, como la
Salvia patens* y la S. coccinea®, tienen una alta concentracién de antocianinas
aciladas. Por lo tanto, se encontrara una alta concentracion de antocianinas aciladas en

las salvias presentes en México.



OBJETIVOS

OBJETIVOS

# Cuantificar e identificar antocianinas aciladas de maiz criollo morado y

cacahuacintle y de nueve salvias mexicanas.

# Extraer y cuantificar las antocianinas totales de las muestras vegetales
seleccionadas.

# Desarrollar un método de identificacién de antocianinas aciladas por CCF y CLAR.

2 Obtener, purificar y caracterizar los principales estandares de antocianinas
glicosiladas: cianidina-3-glucésido, pelargonidina-3-glucésido y cianidina-3-(6"-
malonil)glucésido a partir de fuentes vegetales.

¢ Cuantificar antocianinas y fenoles totales del totomoxtle, olote y grano del maiz
morado y del totomoxtle y olote del maiz cacahuacintle.

2 Cuantificar las antocianinas del maiz morado de Ixtenco y cacahuacintle en
diferentes estados de maduracion.

g Caracterizar las principales antocianinas del maiz morado de Ixtenco y el maiz
cacahuacintle utilizando espectrometria de masas.

2 Cuantificar antocianinas y fenoles totales de las salvias: Salvia leucantha, S.
mexicana, S. amarissima, S. polystachya, S. lineata, S. hispanica, S. lasiantha, S.
purpurea y S. fulgens.

# Caracterizar las principales antocianinas presentes en las salvias utilizando
espectrometria de masas.
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PARTE EXPERIMENTAL

Placas de silice de 0.2mm

Sephadex LH-20 XAD-7HP

Ambertila

Filtros de 0.45 um de nylon

Metanol

Acido acético (SIGMA)

Acido clorhidrico (SIGMA)

Agua destilada

Agua deionizada

Metanol y acido trifluoroacético ambos deuterados (FLUKA y SIGMA)

# % # # # # # & % %

Equipo

Molino KRUPS GX4100

Lampara UV como revelador

Sonicador Branson 3510 potencia: 100W, 42Hz

Rota evaporador (Biichi)

Balanza analitica OHAUS AP1105

Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion HPLC: Autoinyector Waters 2707, bomba Waters
1525, detector UV Waters 2478 y desgasificador.

Columna Hypersil GOLD 250x4.6 mm, 5 um. Thermo Scientific
Espectrofotometro GBC-CINTRAL

Amberlita XADH7

Sephadex LH-20

Espectrometro de RMN (Agilent DD2 600 con One NMR Probe)
Espectrémetro de masas

* % % % % %

*» % % % % ¥
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En este proyecto se obtuvieron antocianinas aciladas a partir de fuentes naturales presentes en
México. Para lograr este objetivo fue necesario desarrollar una metodologia con la cual, de
manera preliminar, se puedan detectar las antocianinas aciladas de manera rapida y sencilla.

Por este motivo se dividio el proyecto en:

1) Desarrollo de la metodologia para la deteccion de antocianinas aciladas.
2) Cuantificacion e identificacion de antocianinas aciladas presentes en maices y salvias

A continuaciébn se presenta un diagrama general de la metodologia a seguir para la

caracaterizacion de antocianinas. (Figura 14)

Obtencidny
preparacion de
muestras vegetales

Extaccion de
antocianinas

Cuantificacién de
antocianinas y Fenoles
totales

Cromatografia en capa
fina

Purificacion de
antocianinas

Caracterizacién por
RMN y espectrometria
de masas

Figura 14. Diagrama de la parte experimental
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1. Preparacion de muestras

Las muestras utilizadas para desarrollar el método de deteccion de antocianina aciladas se
muestra en el Cuadro 3 y en las muestras de maices y salvias se muestran en el Cuadro 4. La
clasificacion de las salvias se realiz6 por los M en C. Biolégicas Shizi Luna Alcantara y
Francisco Basurto Pefia del Instituto de Biologia, UNAM.

Las muestras se secaron utilizando el método de secado en estufa a 45°C por 72 horas por dos
razones: la inactivacion enzimatica y la degradacion térmica de las antocianinas que se lleva a
cabo a temperaturas normales de secado (90°C, 24 h). En la Figura 15 se muestran las flores

de la Salvia lineata secas.

Figura 15. S. lineata secada a 45°C durante 72 horas

Para cumplir con el objetivo principal de este trabajo fue necesario buscar un método de
deteccion de antocianinas aciladas para poder determinar las fuentes vegetales que contenian
este tipo de antocianinas. EIl desarrollo del método se realiz6 por cromatografia en capa fina
(CCF) vy por cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) y se utilizaron muestras
vegetales cuya composicion de antocianinas ya esta reportada. Las muestras utilizadas en esta

etapa se presentan en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Informacion del origen de las muestras para la identificacidon de antocianinas aciladas

MATERIAL VEGETAL

LUGAR

FECHA

OBSERVACIONES

Espinosilla (Loeselia
mexicana)
Jamaica

sabdariffa)
Granada (Punica granatu)

(Hibiscus

Jacaranda (Jacaranda
mimosifolia)
Dalia (Dalias cactus)

Aguacate (Persea
americana var. Hass)

Higo (Ficus carica)

Mango (Mangifera indica
L.)

Ciruela (Prunus domestica)
Maracuya (Passiflora
edulis)

Berenjena (Solanum
melongena)

Zarzamora (Rubus
fruticosus)

Granada (Punica granatum)
Fresa (Fragaria vesca)

Cereza cepillo (Eugenia
myrtifolia)

Jaboticaba (Myrciaria
cauliflora)

Diente de leén (Taraxacum
officinale)

Madrofio (Arbutus unedo)

Lechuga morada (Lactuca
sativa)

Cebolla morada (Allium
cepa)

Col morada (Brassica
oleracea)

Zanahoria morada (Daucus
carota)

Rabano (Raphanus sativus)

Papa de agua (Oxalis
tuberosa)

Camote morado
(Ipomoea batatas)

Reserva de Ciudad
Universitaria
Mercado

Bosque de Tlalpan

Reserva de Ciudad

Universitaria
Bosque de Tlalpan

Supermercado

Mercado
Mercado

Mercado
Mercado

Mercado
Mercado

Mercado
Mercado

Vivero Cocoy6c Morelos

Reserva de Ciudad
Universitaria
Reserva de Ciudad

Universitaria
Mercado de San Juan

Supermercado
Supermercado
Mercado de San Juan
Supermerado
Mercado de San Juan

Mercado de San Juan

*Se us6 Unicamente la cascara del fruto

03 Diciembre
2012
03 Diciembre
2012
03 Diciembre
2012
03 Febrero 2013

03 Diciembre
2012

Noviembre 2012

Junio 2013
Junio 2013

Junio 2013
Junio 2013

Junio 2013
Junio 2013

Junio 2013
Junio 2013

Mayo 2013
Mayo 2013
Mayo 2013
Abril 2013
Junio 2013
Junio 2013
Abril 2013
Junio 2013
Abril 2013

Abril 2013

No se realiz6 ningln
tratamiento

*

Se utiliz6 toda la fruta sin

secar
*

Se utilizaron las hojas y
los tallos

Se recolectaron
Unicamente las hojas

No se le realizd el
tratamiento térmico

No se le realizd el
tratamiento térmico

Se utilizd6 Gnicamente la
cascara

Se liofilizd
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Los maices y salvias utilizados se enlistan en el Cuadro 4.

Maiz (Zea mays) morado de
Ixtenco

Maiz (Zea mays) Cacahuacintle

Salvia polystachya
Salvia mexicana
Salvia amarissima
Salvia fulgens
Salvia lineata
Salvia purpurea
Salvia leucantha
Salvia hispanica
Salvia lasiantha

LUGAR

Ixtenco, Tlaxcala

Ixtenco, Tlaxcala

Bosque de Tlalpan
Bosque de Tlalpan
Bosque de Tlalpan
Bosque de Tlalpan
Miahuatlan, Puebla
Tepozotlan, Puebla
Tepozotlan, Puebla
Bosque de Tlalpan
Miahuatlan, Puebla

FECHA

Agosto—Noviembre
2013

Agosto— Noviembre
2013

15-17 octubre 2013
15 de octubre 2013
10 de agosto 2013
29 de octubre 2013
20 de octubre 2013
29 de octubre 2013
Diciembre 2012
Octubre 2013

04 noviembre 2013

OBSERVACIONES

Se separo el olote,
totomoxtle y se
sec0 a 45°C por 72
hr. Y en el caso del
grano se liofilizo.
Se separo el olote,
totomoxtle y se
sec6 a 45°C por 72
hr.

Se utilizaron muestras vegetales de composicién conocida de antocianinas, representando asi
los principales tipos de antocianinas. Los extractos de estas muestras se les reliz6 CCF y se

inyectaron por CLAR para identificar cada antocianina.

La extraccion de antocianinas se hizo a partir de 1.0 — 2.0 g de material vegetal con 10 — 20 mL
de MeOH:Agua:HCI (80:20:0.1) y se utilizé un bafio ultrasénico de 100 W durante 20 minutos y
posteriormente se filtr6. En el Cuadro 5 se muestran las fuentes vegetales y las principales
antocianinas que se han identificado en trabajos anteriores. Estas muestras representan a las

principales antocianinas, asi como el patron de sustitucion mas comun en la naturaleza.
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Fuente Antocianinas reportadas Ref.
Aguacate Cianidina-3-O-glucésido 3
Maracuyé Cianidina-3-O-glucésido a4
Madrofio Cianidina-3-O-galactésido 4
Mango Peonidina-3-O-galactésido 4
Espinosilla Pelargonidina-3-O-glucésido 4
Berenjena Delfinidina-3,5-O-diglucésido 48
Fresa Pelargonidina-3-O-glucésido 49
Jamaica Delfinidina-3-O-sambubidsido y cianidina-3-O-sambubiésido 20
Ciruela Cianidina-3-O-rutin6sido ot
Higo Cianidina-3-O-rutindsido 22
Granada Pelargonidina-3,5-O-diglucésido 23
Cereza cepillo Malvidina-3,5-O-diglucésido >4
Jacaranda Delfinidina-3-O-glucésido y /o delfinidina-3,5-O-diglucésido >

Papa de agua
Dalia morada
Diente de ledn

Malvidina-3-O-glucésido y malvidina-3,5-O-diglucésido
Cianidina-3-(6"malonil)-5-O-diglucésido y pelargonidina-3-(6”malonil)-5-O-diglucésido
Cianidina-3-O-(6"malonil)glucésido

56
57
58
59

Lechuga morada
Cebolla morada
Zanahoria negra

Cianidina-3-O-(6"malonil)glucésido
Cianidina-3-O-glucésido y cianidina-3-O-(6"malonil)glucésido
Cianidina-3-O-(2"”-(xilosa)galactosil)glucésido derivado del acido ferdlico

60
61

Col morada Cianidina-3-O-(sinapil)(sinapil)-diglucésido-5-glucésido o2
cianidina-3-O-(p-cumaroil)-5-diglucdsido, cianidina-3,5-O-diglucésido
Rabano Pelargonidina-3-O-(6"feruloil-2"’-glucésil)glucésido-5-glucésido o3

64

Camote morado Cianidin-3-O-(cafeoil)(feruloil)soforésido-5-glucésido,

peonidina-3-O-soforosil-5-glucésido

En el Cuadro 5 se muestran las antocianinas presentes en cada fuente vegetal, en donde se
tienen antocianinas glicosiladas, diglicosiladas y aciladas derivadas de la cianidina,
pelargonidina, malvidina y delfinidina. Al extracto que contiene a las antocianinas se le realizé
la CCF utilizando cromatoplacas de silica gel y como eluyente butanol, acido acético y agua
BAW (6:1:3) como reporta Zhang en 2011.%° Adicionalmente los extractos fueron analizados por
CLAR utilizando el método descrito por Fernandez en 2012 el cual se resume en el Cuadro 6.
Esta metodologia de identificacion de antocianinas se ha realizado anteriormente por Wu®’ y
colaboradores en 2005 el cual analizé 25 frutas para la identificacion de antocianinas en frutos
rojos (cerezas, mora azul, ciruela, zarzamora, uva, fresa, entre otros).

Cuadro 6. Método de CLAR para antocianinas
SISTEMA 1

ODS Hypersil Gold (250X4.5 mm, 5um)

A: H,0/ Acido acético (90:10)

B:MeOH/H,0/Ac acético (50:40:10)

SISTEMA
Columna
Fase movil

Flujo (mL/min) 1.2

Inyeccion 10 pL

Gradiente Tiempo (min) A B
0-5 90 10
5-10 0 100
10-15 90 10
20 90 10
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La extraccién de antocianinas de la cebolla morada se hizo con el propdsito de obtener los
estdndares de la cianidina-3-O-glucésido y la cianidina-3-O-(6"malonil)glucésido que estan
presentes en el maiz morado y posteriormente analizar el comportamiento en las sintesis de

antocianinas durante el crecimiento.

Se extrajeron las antocianinas de la cebolla morada partir de 448 gramos, se adicioné 500 mL
de metanol:agua:HCI (80:20:0.1) y se utilizé un bafio ultrasénico de 100 W durante 20 minutos

a temperatura ambiente, se filtré y concentr6 en un rotaevaporador a 35°C.

Al extracto obtenido se le realizaron particiones extracto liquido-liquido con hexano (2 lavados)
y después con acetato de etilo (3 lavados). Posteriormente, las antocianinas se absorbieron en
amberlita XAD-7HP® y se desabsorbieron con metanol acidificado al 0.1% HCI. Después se
concentro el extracto usando el rotaevaporador a 35° C obteniéndose 291 mg de antocianinas.
Se realizé una cromatografia en placas de gel de silice y se usé como revelador una lampara
de UV y sulfato cérico. La cianidina-3-O-glucésido y la cianidina-3-O-(6”-malonil)glucésido se

encuentran en una proporcién de 1 a 3 en el extracto, como se muestra en la Figura 16.

T o
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1 OH |
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i

Figura 16. Cromatograma del extracto de cebolla morada

Para separar la cianidina-3-O-glucdsido de la cianidina-3-O-(6"malonil)glucésido se utilizé una
columna de Sephadex LH-20, se probaron diferentes tamafios de columna, la que dio mejores
resultados fue de 4 x 18 cm con 30 g de sephadex LH-20, se lavé con 0.01%HCI y se eluyé con
un gradiente de metanol, empezando con H,O:MeOH:HCI (79.99:20:0.01), H,O:MeOH:HCI
(59.99:40:0.01) y H,O:MeOH:HCI (49.99:50:0.01). Se obtuvieron 28 fracciones la cuales fueron
analizadas por CLAR, las fracciones 24 a 27 correspondian a la cianidina-3-O-glucésido y las

fracciones 14 a 16 correspondian a la cianidina-3-O-(6"malonil)glucésido con un porcentaje de



PARTE EXPERIMENTAL

92% y 86% de pureza con respecto a la CLAR respectivamente. Se utilizaron 7 mg de extracto
del antocianinas del que se obtuvieron 2.0 mg de cianidina-3-O-(6"malonil)glucésido y 0.6 mg
de cianidina-3-O-glucésido las cuales se analizaron por RMN.

La RMN de 'H, *C, COSY y HSQC se realiz6 en un espectréometro de 600 MHz, las
antocianinas se disolvieron en 300 uL de MeOH con una gota de CF;COOD para asegurar que

esté como ion flavilio.®®

4. Evaluacién de las antocianinas de maiz del maiz morado de Ixtenco y del maiz
cacahuacintle

Las muestras que se analizaron fueron dos tipos de maices: el cacahuacintle y maiz morado de
Ixtenco, Tlaxcala ambos originarios de México. Se analizaron tres estados de maduracién de
cada maiz los datos de la recoleccion se muestran en el Cuadro 7 donde se indica que el

periodo de analisis fue entre los 70 y 160 dias después de la siembra (dds).

Cuadro 7. Datos de recoleccion de los maices

Tiempo 1 25 agosto 2013 70 dias después de la siembra
Tiempo 2 06 octubre 2013 113 dias después de la siembra
Tiempo 3 28 noviembre 2013 160 dias después de la siembra

En la Figura 17 se esquematizan los pasos que se siguieron para el analisis de los dos tipos de

maices.

Cuantificacion de
antociainas totales

" Obtenciéndela
uestra en diferente

Extraccion de Cuantificacion de

antocianinas fenoles totales
estado de madurez

Caracterizacion del
erfil de antocianinas
por HPLC

Figura 17. Esquema general del andlisis de antocianinas del maiz morado de Ixtenco y del maiz cacahuacintle

Los granos de maiz se liofilizaron y el olote y totomoxtle se secaron a 45°C durante 72 horas.
Las muestras fueron molidas y tamizadas con una malla No 60 (0.246 um). La extraccion se

realiz6 conforme el punto dos de esta seccidn. Se eliminaron las impurezas del extracto de
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antocianinas realizando particiones extraccion liquido-liquido con hexano (2 lavados) y acetato
de etilo (4 lavados); posteriormente, las antocianinas se absorbieron en amberilta XAD-7HP y
se desabsorbieron con metanol acidificado al 0.1% HCI, finalmente se concentro el extracto de
antocianinas hasta sequedad utilizando un rotaevaporador a 35°C.

Del extracto de cada parte de los maices analizados se tomé 1 mg y se analizd6 por
espectrometria de masas usando electrospay modo positivo como método de ionizacion (EM-
IES"). Ademas se analizaron antocianinas totales usando el método pH-diferencial y fenoles
totales usando el método de Folin-Ciocalteu con el fin de conocer la variacion de la
concentracion total de estos compuestos en tres etapas de maduracién y por ultimo, se analizé
por CLAR la variacion particular de antocianinas no aciladas (cianidina-3-O-glucésido) y
aciladas (cianidina-3-O-(6"malonil)glucésido).

Se recolectaron nueve especies de salvias en diferentes periodos durante el afio 2013 y se

analizaron de acuerdo al esquema presentado en la Figura 18.

Caracterizacion

Cuantificacion

eImplementacion de
un método de CLAR
para antocianinas
de salvias

e Método de extraccion:
Sonicacion

¢ MeOH:H20:Ac Acético
(80:20:1)

*CCF
eEspectroscopia UV-

VIS
eEspectrometria de
masas

e Antocianinas
totales

eFenoles totales

Figura 18. Esquema general del andlisis de antocianinas de las flores de salvias

Las flores de salvias se secaron durante 48 horas a 45°C y posteriormente se molieron y
almacenaron en un lugar seco y obscuro hasta su analisis. Se pesaron de 1 a 5 gramos de las
flores de salvias secas dependiendo de la cantidad de muestra que se tenia y se le adicionaron
de 10 a 50 mL de metanol:agua:acido acético al (80:20:1) guardando una relaciéon de
soluto:disolvente de 1 a 10. Se utilizé un bafio ultrasénico de 100 W durante 20 minutos y se
les determinaron antocianinas y fenoles totales. Posteriormente se purificaron haciendo una

particion liquido-liquido con hexano (2 lavados) y acetato de etilo (4 lavados), se absorbieron
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las antocianinas en amberlita XAD-7HP y se hicieron lavados con agua destilada con el fin de
quitar &cidos organicos y azucares y se desabsorbieron con metanol:4cido acético (99:1).

Debido a la ineficiencia del método de CLAR utilizado en la primera etapa, en el cual se utilizé
como fase mévil H,O:CH3;COOH (90:10) y MeOH:H,0:CH3;COOH (50:40:10) con un flujo de 1.2
mL/min (Cuadro 6), se implementé un método especial para antocianinas aciladas mostrado
en el Cuadro 8, con el cual fue posible tener una mejor resolucién y selectividad en la
separacion de las antocianinas presentes en las flores de salvias.

Cuadro 8. Método de CLAR para antocianinas de Salvias

SISTEMA SISTEMA 11
Columna ODS Hypersil Gold (250X4.5 mm, 5pm)
Fase movil A: H,0/ACN/Ac Férmico (87:3:10)
B:ACN
Flujo (mL/min) 1.0
Inyeccién 20pL
Gradiente Tiempo A
0-45 97 3
45-46 75 25
46-47 70 30
47-56 97 3

El extracto que contiene a las antocianinas se concentr6 a sequedad y se guardd en

congelacion hasta su andlisis.

Para la identificacion por espectrometria de masas (EM) se realizé una hidrélisis acida: 1 mg de
extracto que contiene antocianinas se disolvi6 en HCl 0.1 N y se almacend en refrigeracion
durante 10 dias, posteriormente se analiz6 por CLAR-IES®, para asi poder identificar las

antocianinas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En esta parte del proyecto se desarrollé un método de CCF y CLAR para la identificacion de
antocianinas aciladas rapido, sencillo y que da informacion util. La identificacion de
antocianinas se hizo mediante el Rf, coloracion y tiempo de retencién de antocianinas de

muestras vegetales de composicion conocida.
Cromatografia en capa fina (CCF)

La CCF permite la evaluacién rapida, sencilla y de bajo costo de antocianinas aciladas

analizando dos factores: la coloracion y el Rf.

En la placa de gel de silice la cianidina, la malvidina y la peonidina presentan una coloracion
entre morada y rosa, la pelargonidina roja y la delfinidina azul. Este fenébmeno se observa en la
cromatoplaca en la Figura 19, en donde se observa que las muestras que tienen pelargonidina
como en la fresa, granada y rabano, presentan la misma coloraciéon roja mientras que el
aguacate, higo, maracuya, ciruela, cereza cepillo, jamaica (cianidina-3-O-sambubid6sido), dalia,
lechuga morada, cebolla morada, diente de ledn, eucalipto, madrofio, col morada, camote y
zanahoria presentan coloraciones que van, entre morada a rosa, tal coloracién corresponde a
la cianidina, malvidina o peonidina, la primera de ellas es la mas comun en la naturaleza. En la
jamaica (delfinidina-3-O-sambubidsido), berenjena y jacaranda la coloracion es azul debido a la
presencia de delfinidina. Esto se observa en los extractos no purificados de las muestras y

corresponde con lo reportado por Migas en el 2013.%°
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Antocianinas no aciladas

! Antocianinas aciladas

»
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Figura 19. CCF del extracto de antocianinas de muestras conocidas (Placa de silica gel, eluyente: Butanol:ac. acético:agua
3:1:2). 1.Berenjena 2. Aguacate, 3. Higo, 4.Fresa, 5. Mango, 6.Maracuya, 7.Ciruela, 8. Cereza cepillo, 9.Granada,
10.Jamaica, 11.Espinosilla, 12.Jacaranda, 13.Dalia, 14. Flor de granada, 15.Lechuga morada, 16.Cebolla morada, 17. Col
morada, 18. Zanahoria negra, 19. Camote morado, 20. Rabano, 21. Papa de agua, 22. Madrofio y 23. Diente de Le6n

La coloracién de la cianidina en CCF es morada y esta coloracion no se ve afectada por el
grado de sustitucion que tenga, no importa si es una antocianina monoglicosilada, diglicosilada
o acilada. Por otra parte, la coloracién de la pelargonidina es roja y cuando se tiene un

derivado de la delfinidina se presenta una coloracién azul.

La coloracion presentada por cada tipo de antocianina no proporciona informacion sobre la
sustitucién de la antocianidina, sin embargo, el Rf nos da una aproximacion de la sustitucion
que presenta la antocianina debido a que las interacciones de los sustituyentes con el gel de
silice son diferentes.

La crompatoplaca muestra que el Rf entre 0.23 y 0.52 corresponde a las antocianinas aciladas,
el Rf entre 0.33 a 0.54 corresponde a las antocianinas diglicosiladas y el Rf de 0.77 a 0.93
corresponden a las antocianinas monoglicosiladas, este comportamiento es el presentado por
la malvidina, cianidina y pelargonidina, sin embargo, la delfinidina no presenta este mismo
patron. En el caso de la delfinidina-3-glucosido presenta un Rf de 0.35 mientras que la
delfinidina-3,5-O-diglucdésido de 0.54.



RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados muestran que el orden de elucion corresponde a la D3G con Rf de 0.35, seguido
de la C3G, Pn3Ga y M3G que presentan un Rf de 0.75, 0.75y 0.77 y la P3G present6 el mayor
Rf con 0.90, estos resultados son congruentes con los presentados por Cretu y colaboradores
en el 2014. Cretu analiz6 estdndares de antocianinas en fase normal, usando como fase movil:
tolueno:acetato de estilo:2-butanona:ac.formico (7:3:0.8:1.2) y la elucion en orden ascendente
fue: delfinidina-3-glucésido < cianidina-3-glucésido < malvidina-3-glucésido < peonidina-3-
glucésido < pelargonidina-3-glucésido.”

El orden de elucién en orden ascendente fue: P35G (0.43) < P3G (0.90) para la pelargonidina
y C3R (0.54) < C3Ga (0.68) < C3G (0.73) para la cianidina. Por lo tanto, el orden de elucion es
antocianinas glicosiladas seguido de las diglucosiladas. Estos resultados son congruentes con

lo reportado por Odake y colaboradores. "

Por ultimo, la acilacién de las antocianinas disminuye el Rf, dependiendo del numero de acidos
y azucares presentes. Se puede identificar que la zona de antocianinas no aciladas esta en el

rango de Rf de 0.50 a 1y las antocianinas aciladas de 0 a 0.5.

En resumen, la CCF permite la identificaciobn de antocianinas no aciladas y aciladas de una
forma simple, rapida, barata y permite el andlisis de varias muestras al mismo tiempo. Las
antocianinas aciladas se presentan en una zona entre 0.33 y 0.50 en donde las antocianinas
diglicosiladas (no aciladas) también pueden aparecer. El orden de elucion mostrado en funcion
del Rf es antocianinas glicosiladas>diglicosiladas>aciladas con é&cidos alifaticos>aciladas con

acidos hidroxicinamicos.

A pesar de que se puede observar el mismo patron de eluciéon en las antocianidinas no es
posible establecer un rango de Rf exclusivo de antocianinas aciladas, sin embargo, si es un
andlisis preliminar que brinda informacion de utilidad en el analisis de antocianinas. La
estrategia en la que se utilizan dos etapas de analisis de antocianinas ya ha sido reportada por
Kriger y colaboradores en el 2013, el cual evalué por cromatografia en capa fina y por

espectroscopia de UV-VIS.”
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Cromatografia de liquidos de alta resolucién

Ademas del analisis por CCF, se utiliz6 CLAR para establecer un método para la identificacién
de antocianinas aciladas, ya que como se mencioné anteriormente, la CCF no permite la

distincién de antocianinas diglicosiladas de antocianinas aciladas.

En el Cuadro 9 se observan los cromatogramas de las muestras conocidas. Se puede medir el
tiempo de retencion de las principales antocianinas, en donde el orden de elucion es: D3G de
4.79 min<C3G de 5.60 min< M3G de 6.26 min<Pn3Ga de 6.39 min<P3G de 6.58 min esto se
relaciona con el nimero de grupos hidroxilo y metoxilo presentes en el anillo B de la
antocianina. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Chung-Ying y colaboradores en

el 2008 el cual reporta el mismo orden de elucion utilizando CLAR para estas antocianinas.*®

El nimero de azucares y la posicion en la molécula modifican el tiempo de retencién de las
antocianinas y de estos factores, el nUmero de azucares es el factor que provoca una mayor
diferencia en el tiempo de retencién debido al aumento de polaridad. El orden de elucion
observado en orden ascendente de acuerdo a su tiempo de retencidbn es antocianinas
diglicosiladas < antocianinas monoglicosiladas lo cual también fue observado por Alcalde-Eon y

colaboradores en el 2004.%°

La acilacién de las antocianinas aumenta su interaccion con la fase estacionaria, lo que da
como resultado que las antocianinas aciladas presenten los tiempos de retencién mas altos

como se observa en el Cuadro 9.

La cianidina-3-(6"malonil)glucésido es la primera antocianina acilada en eluir con un tiempo de
retencion de 6.6 min, mientras que las antocianinas aciladas con &cidos hidroxicinamicos

presentan un tiempo de retencién alrededor de 8 min.

Con base en estos resultados se establecio la zona en la que se detectan las antocianinas
aciladas. Las antocianinas aciladas eluyen a partir del minuto 6.5, las antocianinas aciladas con

acidos alifaticos elyuen primero que las antocianinas aciladas con acidos hidroxicinamicos.
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Cuadro 9. Cromatogramas de las muestras vegetales analizadas
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En resumen, en esta etapa se estudiaron las antocianinas de muestras vegetales de

composicion conocida, lo cual permitié a la identificacion de las antocianinas principales, tanto

aciladas como no aciladas. En el Cuadro 10 se muestran los Rf's y tiempos de retencion

obtenidos del analisis de las principales antocianinas.

Delfinidina-3-0-glucésido

Delfinidina-3,5-0-diglucésido
Delfinidina-3-O-sambubiésido

Cianidina-3-0-glucésido

Cianidina-3-0-galactésido

Cianidina-3-0-sambubidsido

Pelargonidina-3-0-glucésido

Malvidina-3-0-glucésido

Malvidina-3,5-0-diglucésido

Cianidina-3-O-rutindsido

Peonidina-3-0-galactésido
Cianidina-3-0-(6""-malonil)glucésido
Pelargonidina-3-5-0-diglucésido
Pelargonidina-3-0-(6”’feruloil-2’"’-glucosil)glucésido-5-glucésido
Cianidina-3-0-(sinapoil)(sinapoil)-diglucésido-5-glucésido
Cianidina-3-O-(p-cumaroil)-5-diglucésido
Cianidina-3,5-O-diglucésido

Berenjena

Jacaranda

Jamaica

Maracuya y Aguacate
Madrofio

Jamaica

Fresa y espinosilla

Papa de agua

Papa de agua y cereza cepillo
Higo y ciruela

Mango

Diente de Ledn y Cebolla morada
Flor de granada

Rabano

Col morada

Col morada

Col morada

0.35
0.54
0.37
0.75
0.75
0.53
0.89
0.77
0.33
0.54
0.70
0.52
0.53
0.23
0.44
0.32
0.18

4.79
5.15
3.77
5.40
5.00
4.98
6.58
6.26
4.78
5.60
6.39
6.59
4.55
8.18
7.91
7.56
3.45

Con esta metodologia es posible tener un acercamiento al tipo de antocianina presente en una

muestra, usando dos herramientas para su analisis, la CCF y la CLAR.
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Una vez establecido el método para la identificacion de antocianinas aciladas se procedié a
analizar otras fuentes de antocianinas presentes en materiales colectados en México, para
estudiar cual es la mejor fuente de obtencién de antocianinas aciladas para su uso en la

industria de alimentos.

Cromatografia en capa fina

En la Figura 20 se muestra la CCF, en donde se pusieron tres controles de antocianinas
aciladas: cianidina-3-O-(6"-malonil)glucésido (C36G); cianidina-3-O-glucésido (C3G) vy

pelargonidina-3-0O-(6feruloil-2"”-glucdsil)glucésido-5-glucésido, y trece muestras de extractos

obtenidos de diferentes fuentes vegetales colectadas en México.

De acuerdo a este procedimiento por CCF las muestras que probablemente tienen antocianinas
aciladas son la Salvia mexicana, toronjil, zebrina, ricino, eucalipto y maiz morado, ya que
presentan un Rf igual o menor al que tiene la cianidina-3-O-(6"-malonil)glucésido, la cual
representa a las antocianinas aciladas con acidos alifaticos y un Rf menor a este indica: 1) la

acilacién de la antocianina o 2) la presencia de una antocianina di o tri glicsilada.

i .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 C1 c2 Cc3
Figura 1. CCF de plantas analizadas. 1.Tiliapo, 2.Café, 3.Pingiiica, 4.Pirul, 5. Colorin, 6. Trompetilla, 7. Bahuinia, 8. Salvia mexicana, 9.
Figvsajd016Fedamiantarenaljzadau (Rl dessilicasebeluwyente: Butanalidraasiticaagymddsal) dliapmm 2 £afé, 3)
Pingiiica, 4) Pirul, 5) Colorin, 6) Trompetilla, 7) Bahuinia, 8) Salvia mexicana, 9) Toronijil, 10) Zebrina, 11) Ricino, 12) Eucalipto,
13) Maiz morado, C1. cianidina-3-0-(6"’-malonil)glucésido, C2 cianidina-3-O-glucédsido y cianidina-3-0-(6”’-malonil)glucésido
y C3. pelargonidina-3-0-(6’’feruloil-2""’-glucésil)glucésido-5-glucdsido
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Cromatografia de liquidos de alta resolucién

Se analizaron las muestras por CLAR y los cromatogramas obtenidos se observan en el
Cuadro 11, en donde se indica con una linea el minuto 6.5 en el que empiezan a eluir las
antocianinas aciladas. Las muestras que presentaron tiempos de retencion mayores a 6.5 min

fueron: la Salvia mexicana, Salvia hispanica, zebrina y el maiz morado.

El extracto de antocianinas de las flores de Salvia mexicana presenta dos antocianinas con un
tiempo de retencién de 8.20 min y 8.43 min, lo que sugiere la presencia de acidos
hidroxicinamicos como agentes acilantes. Por otra parte; la zebrina presenta seis antocianinas
y el tiempo de retencidén de las antocianinas mayoritarias es de 6.29 y 7.56 min. Por ultimo, el
maiz morado presenta tanto antocianinas aciladas como no aciladas de acuerdo a los tiempos
de retencién de 5.4 a 6.52 min, esto concuerda con lo obtenido por Yang en el 2010,* el cual
identificd las antocianinas del maiz morado cultivado en China y encontré seis antocianinas

principales de las cuales 3 son no aciladas y 3 aciladas.
Cuantificacion de antocianinas totales

Ya conociendo las muestras que contienen antocianinas aciladas es necesario evaluar su
contenido total y asi elegir cuales son las mejores fuentes de antocianinas aciladas. Los
resultados del total de antocianinas se observan en el Cuadro 12 en donde se ve que el
totomoxtle del maiz Cacahuacintle es el que presenta mayor contenido de antocianinas con
22.85 mg/g seguido del totomoxtle del maiz morado de Ixtenco con 18.30 mg/g, después con
15.39 y 16.38 mg/g se encuentra el olote del maiz Cacahuacintle y morado respectivamente.
Con un contenido mas bajo se encuentra la Salvia mexicana con 9.28 mg/g seguida del grano
del maiz morado son 6.21 mg/g. Las muestras que presentaron un menor contenido son las
hojas de ricino, eucalipto, toronjil, trompetilla, colorin y pirul con una concentracion de
antocianinas de 1.8 a 1 mg/g. Las muestras que presentaron una concentracion menor a 1

mg/g fueron pinguica, tiliapo, café y zebrina.
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Cuadro 11. Cromatogramas de las muestras analizadas
Cromatograma

Tiliapo JA
Café 5.985 = A
Pingtlica 4.749,
5.078
Pirul 6.391
Mo i
A = e = — — —
Colorin 5.544 A
"v;W;A s - - - — e
Trompetilla  5.258
Bahuinia 6.275
Salvia 8.204 =
mexicana -=
— e Fg = .
Salvia 7.852 =] e
hispanica —
Toronjil 5.309 o A
g _,__J\ S e o ) ) .
Zebrina 6.293 '
7.557 5 A
= A4
Ricino 6.105 = A
Eucalipto 2.677 = A
E ane
Maiz 5.388 =]
morado 6.224 ‘i
6.520 = AN -
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Cuadro 12. Antocianinas totales de fuentes vegetales analizadas.

Tiliapo 0.28+0.01
Café 0.32+0.05
Pinguica 0.086+0.009
Pirul 1.03+0.04
Colorin 1.69+0.21
Trompetilla 1.69+0.08
Bahuinia 0.62+0.12
Salvia mexicana 9.28+0.28
Salvia hispanica 2.49+0.38
Toronjil 1.09+0.13
Zebrina 0.35+0.01
Hojas de Ricino 1.68+0.17
Hojas de Eucalipto 1.77+0.28
Maiz morado (grano) 6.21+1.23
Maiz Morado (olote) 16.38+2.35
Maiz Morado (totomoxtle) 18.30+0.45
Maiz Cacahuacintle (olote) 15.39+0.02
Maiz Cacahuacintle (totomoxtle) 22.85+1.51

En esta tercera etapa se determinaron las mejores fuentes de antocianinas aciladas las cuales

son: el maiz morado de Ixtenco y Cacahuacintle y las flores salvias.
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Se obtuvieron los estandares de la cianidina-3-O-glucésido (C3G), antocianina no acilada y
ciandina-3-O-(6"malonil)glucésido (C36G), antocianina acilada, a partir de la cebolla morada.
Estas antocianinas se encuentraron en el maiz morado y con ayuda de los estandares se

estudioé su comportamiento durante el crecimiento del maiz.

Las estructuras de C3G y C36G se muestran en la Figura 21.

Figura 21. Estructura de la C3G y C36G

En el Cuadro 13 y 14 se muestran los datos de 'H RMN y *C RMN de las antocianinas
analizadas. El espectro de 'H RMN presenta sefiales entre 3.13 a 5.39 ppm caracteristicos de
protones pertenecientes al glucésido y las 6.68-7.01 ppm caracteristicos para sistemas
aromaticos y alrededor de 8.82-9.01 ppm caracteristica del protén del C4 los cuales son

congruentes con los reportados por Fossen y colaboradores en el 2003.
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Cuadro 13. 'H RMN de la cianidina-3-glucédsido y cianidina-3-(6"’-malonil)glucésido

1H RMN (600 MHz CD;0D)

Posicion 4 C3G 0 C36G
Aglicén 4 8.92s 8.98 s
6 6.65 d(1.9) 6.37d (1.7)
8 6.88d(1.2) 6.85d (1.9)
2’ 8.01d(2.2) 8.01d(2.3)
5’ 7.01d (8.7) 7.00d (8.7)
6 8.26dd (8.7,2.2)  8.21dd (8.8,
2.4)
Glucosa 1 5.26 d (7.8) 5.29d (7.8)
2 3.66-3.65m 3.63-3.61m
3 3.32-3.30m 3.58-3.57 m
4 3.79-3.76 m 3.49dd (12,
5.8)
5 3.57-3.58 m 3.46-3.45m
6a 4.03m 3.95-3.92 m
6b 3.88-3.84m 3.73dd (12.1,
5.9)
Malonil --- 3.56 s

Cuadro 14. *C RMN de la cianidina-3-glucdsido y cianidina-3-(6”’-malonil)glucésido

13C 600 MHz (150 MHz CD;0D)

Posicion 5 C3G 5 C36G
Aglicon 2 -- 158.35
3 145.95 145.95
4 136.97 132.68
5 156.87 154.31
6 102.8 101.74
7 170.29 160.63
8 96.86 93.38
9 157.95 153.75
10 114.11 112.20
1’ 119.96 120.26
2’ 118.34 116.54
3 148.17 146.66
4 -- 156.64
5’ 116.02 116.96
6’ 126.81 125.78
Glicésido 1” 92.50 102.28
2" 74.86 73.34
3" 76.56 76.93
4" 71.54 69.95
5” 73.44 76.66
6" 61.31 61.00
Malonil 1 - 175.96
2 - 53.01
3 - 167.49
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Se realizaron las curvas de calibracion en CLAR correspondiente a la C3G y C36G las cuales
se presentan en las Graficas 1 y 2, con el fin de evaluar el comportamiento de la concentracion

de antocianinas en diferentes etapas de crecimiento de los maices estudiados.

Curva de calibracion C3G
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Grafica 1 Curva de calibracion de cianidina-3-glucésido

Curva patron C36G

4000000
3000000
3 sl
< 008 ,//( y = 4E+06x + 82725
R?=0.9847
1000000
‘/./’/
0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

Concentracion (mg/mL)




RESULTADOS Y DISCUSION

Se cuantificé la concentracion de antocianinas totales en tres estados de maduracién y en las
diferente partes del maiz morado de Ixtenco (grano, olote y totomoxtle) y maiz cacahuacintle
(olote y totomoxtle) para conocer cuando se produce la mayor cantidad de antocianinas

aciladas.

Las antocianinas presentes en los maices se identificaron por espectrometria de masas,
posteriormente se analizaron antocianinas y fenoles totales con el fin de conocer la
concentracion total en los diferentes estados de maduracién y por ultimo, se analizdé por CLAR
la variacion particular de antocianinas no aciladas (cianidina-3-O-glucésido) y aciladas
(cianidina-3-O-(6"malonil)glucésido en las etapas evaluadas.

Identificacion de antocianinas por espectrometria de masas

El maiz morado de Ixtenco (grano, totomoxlte y olote) y el maiz cacahuacintle (totomoxtle y
olote) contienen las mismas antocianinas, las cuales se presentan en el Cuadro 15 junto con su
patrén de fragmentacion con lo que se pudieron identificar a las antocianinas principales de
estos maices y que son la pelargonidina-3-O-glucésido (Pg3G), cianidina-3-O-glucosido (C3G),
peonidina-3-O-glucésido (Pn3G), pelargonidina-3-O-(6”-malonil)glucésido(Pg36G), cianidina-3-
O-(6”-malonil)glucosido (C36G) y peonidina-3-O-(6”-malonil)glucésido (Pn36G).

Cuadro 15. Valores de [M']y patrén de fragmentacién de las antocianinas encontradas en el maiz morado de Ixtencoy el
maiz cacahuacintle

Antocianina [M]*  Fragmentos
Pelargonidina-3-glucosido 433 271
Cianidina-3-glucésido 449 287
Peonidina-3-glucésido 463 303
Pelargonidina-3-(6”-malonil)glucésido 519 433,271
Cianidina-3-(6"-malonil)glucosido 535 449,287
Peonidina-3-(6"-malonil)glucésido 549 463,303

El espectro presentado en la Figura 22 es representativo de los obtenidos para todas las
muestras. Estos resultados son consistentes con los reportes para el maiz morado, uno de
estos estudios es el realizado por Yang y colaboradores en el 2010 en donde caracterizd por
espectrometria de masas las antocianinas del grano del maiz morado de China.*® Otro estudio

es el realizado por Jing y colaboradores en el 2007, el cual caracterizé las antocianinas
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presentes en el olote del maiz morado’, y por uUltimo Chung-Ying en el 2008 que analizo el
totomoxtle del maiz morado.*®
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Figura 22. Espectro de masas (EM-ESI+; inyeccidon directa) del extracto de olote del maiz morado

Antocianinas y fenoles totales presentes en las diferentes partes de los maices

Maiz morado

El maiz morado se estudio durante tres estados de madurez: 1) 70 dias después de la siembra,
2) 113 dds y 3) 160 dds y se determindé la cantidad de antocianinas presentes en tres diferentes
partes del maiz morado (grano, olote y totomoxtle). La concentracion de antocianinas totales,
obtenidas directamente del extracto metandlico, se presentan en el Cuadro 16, donde se
puede observar que durante la primera etapa de crecimiento es cuando se produce la mayor
cantidad de antocianinas.

En la grafica 3 se muestran los resultados del andlisis de antocianinas y fenoles totales en el
maiz morado. El olote presenta la mayor concentracion de antocianinas durante los tres
tiempos evaluados (70,113 y 160), en donde en el tiempo uno (70) presenta la maxima
concentracion, seguido del tiempo dos (113) y se mantiene constante en el tiempo tres (160).
Los fenoles presentaron el mismo patrén, sin embargo, en el tiempo tres los fenoles totales
aumentaron a 33.2 mg/g.
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Cuadro 16. Antocianinas totales (mg/g) del maiz morado en diferentes etapas de madurez

TIEMPO 1(70dds) TIEMPO 2 (113dds) TIEMPO 3 (160 dds)

Grano 19.96+0.18 2.19+0.44 6.22+1.23

Olote 28.75+0.14 16.12+3.59 16.38+2.35

Totomoxtle 14.14+0.01 8.39+2.80 8.30+0.46
Antocianinas Totales del Maiz Morado Fenoles Totales del Maiz Morado
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El grano presenté una mayor concentracion de antocianinas a los 70 dds, sin embargo, para los
113 dds las antocianinas disminuyeron a 2.2 mg/g y a los 160 dds se obtuvieron 6.2 mg/g. Esto
es debido a que en la primera etapa empieza a formarse la primera capa del grano (pericarpio)

y conforme se va desarrollando se van sintetizando los compuestos del endospermo y germen.

La concentracion de antocianinas en el totomoxtle disminuyé en la segunda etapa y
permanecié constante en la tercera etapa de la misma forma que los fenoles totales. De
manera general durante los primeros 70 dias después de la siembra (dds) la planta sintetiza la

mayor cantidad de antocianinas y fenoles totales y posteriormente esta disminuye.

Maiz Cacahuacintle

Por su parte, el maiz cacahuacintle contiene antocianinas en el totomoxtle y en el olote como
se muestra en la Figura 23. La maxima concentracion de antocianinas se present6 en la dltima
etapa (160 dds) y el totomoxtle presenté una mayor cantidad de antocianinas y fenoles totales
gue el olote. En el Cuadro 17 se presentan los resultados obtenidos.
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TOTOMOXTLE

OLOTE

Figura 23. Maiz cacahuacintle

Cuadro 17. Antocianinas totales (mg/g) del maiz cacahuacintle en diferentes etapas de madurez

1 2 3
Olote 8.43+1.09 12.46+1.82 15.39+0.02
Totomoxtle 14.99+1.36 17.44+1.77 22.85+1.51

En el olote se encontré un incremento gradual de antocianinas conforme se va desarrollando,
los fenoles totales muestran la misma tendencia, sin embargo, el incremento en su

concentracion fue mayor.

Antocianinas Totales del Maiz Cacahuacintle Fenoles Totales Maiz Cacahuacintle
W Antocianinas OLOTE W Antocianinas Totomoxtle @ Fenoles Olote W Fenoles Totales Totomoxtle
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Grafica 4. Antocianinas totales y fenoles totales del maiz cacahuacintle
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Analisis de antocianinas utilizando CLAR

Hasta el momento se ha evaluado la concentracién de antocianinas totales, sin embargo,
también se evaluo el perfil de antocianinas para determinar en qué momento de crecimiento se
presenta la mayor concentracion de antocianinas aciladas. Se cuantificaron Unicamente las
antocianinas mas abundantes que son la cianidina-3-glucésido (C3G) y la cianidina-3-O-(6"-
malonil)glucosido (C36G), la identificacion de estas antocianinas en cada uno de los maices se
realiz6 comparando los tiempos de retencion con los de los estdndares obtenidos en la etapa

anterior, de esta forma se calcul6 la concentracion de cada antocianina en particular.

Los resultados se muestran en las graficas 5 y 6, en donde se observa que en el caso del
totomoxtle la C3G es la que se sintetiza a los 70 dds y conforme va madurando la C36G va
incrementando su concentracion y asi, al final de la maduracién la antocianina que predomina
es la C36G, pero en el caso del olote, no se presenta este mismo patron ya que la presencia de
la C36G es mayoritaria desde el principio, esto puede deberse a que la sintesis de antocianinas
en el olote empieza antes de los 30 dias a diferencia del totomoxtle y del grano. Esto ocurre

tanto en el maiz morado como en el Cacahuacintle.

Grano Maiz morado Olote Maiz morado Totomoxlte Maiz morado
2.50 25.00 6.00
2.00 20.00 | 5.00
1.50 15.00 .00 | O
1.00 10.00 3.00 o i EC3G
5.00 2.00 oo e e HC36G
0.50 : 1.00 | I
0.c"
0.00 0.00
7 160 dds
70dds 113dds 160 dds 0dds 113 dds 70dds 113dds 160 dds

Grafica 5. Cuantificacion de la C3G y C36G en el grano, olote y totomoxtle del maiz morado

Olote del Maiz Cacahuacintle Totomoxtle del Maiz Cacahuacintle
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70 dds 113 dds 160 dds 70 dds 113 dds 160 dds

Grafica 6. Cuantificacion de la C3G y C36G en olote y totomoxtle de maiz cacahuacintle
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En los cromatogramas presentados en el Cuadro 18, se observaron diferentes antocianinas,
como la P3G, P36G, Pn3G y P36G. En los cromatogramas del extracto del grano de maiz
morado se puede observar que a los 70 dds el perfil de antocianinas es mas simple que el que
se presenta en las siguientes etapas y se identificd el pico 1 como cianidina-3-glucdsido, el pico
2 como pelargonidina-3-O-glucosido, el pico 3 como peonidina-3-O -glucosido, el pico 4 como
cianidina-3-O-(6"-malonil)glucésido, el pico 5 como peonidina-3-O-(6"-malonil)glucésido y el
pico 6 como pelargonidina-3-O-(6"-malonil)glucosido.

Cuadro 18. Cromatogramas del extracto de antocianinas presentes en el grano de maiz morado en diferentes etapas de
maduracion

Perfil de antocianinas del grano de maiz morado
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4 |
|
‘ |
T
4 Iy n_I / J A
|
1 4 ‘ 5
’ “ Tiempo 2: 113 dds
2
’ ) ” ’l 6
..,_ " || ll?“ ‘Jll‘ A |
- 4 1
- ! 6 Tiempo 3: 160 dds
| 2 ‘ 1l
..... lv | ,-~"I|I.II lrll..l | e 'ﬁ'l..||‘1| N




RESULTADOS Y DISCUSION

En el caso del olote de maiz morado se observa que en la primera etapa, el perfil de
antocianinas es mas complejo, se identificd el pico 1 como cianidina-3-glucésido, el pico 2
como pelargonidina-3-O-glucésido, el pico 3 como peonidina-3-O -glucésido, el pico 4 como
cianidina-3-O-(6"-malonil)glucésido, el pico 5 como peonidina-3-O-(6"-malonil)glucésido y el
pico 6 como pelargonidina-3-O-(6”-malonil)glucésido. A los 113 y 160 dds la diversidad de
antocianinas es menor siendo la antocianina mayoritaria la C36G, la peonidina-3-O-(6"-
malonil)glucosido esta considerablemente disminuida y la pelargonidina-3-O-(6"-malonil)-
glucésido se mantuvo constante. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Yang en
el 2010.%

Cuadro 19. Cromatogramas del extracto de antocianinas presentes en el olote de maiz morado en diferentes etapas de
maduracion

Perfil de antocianinas del olote de maiz morado

Tiempo 1: 70 dds

5 Tiempo 3: 160 dds
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En el perfil de antocianinas del totomoxtle de maiz morado se observa el mismo niumero de
antocianinas, sin embargo, la pelargonidina-3-O-(6"-malonil)glucésido (pico 5) va disminuyendo

su concentracién conforme va madurando.

Cuadro 20. Cromatogramas del extracto de antocianinas presentes en el totomoxtle de maiz morado en diferentes etapas de
maduracion

Perfil de antocianinas del totomoxtle de maiz morado
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En resumen en esta etapa de evaluacién de las antocianina aciladas presentes en los maices
morado y cacahuacintle se observé que el maiz cacahuacintle es el que presenta una mayor
concentraciéon de antocianinas. El estado de maduracién con mayor contenido es el tiempo 3
(160 dds) y en el 6rgano en que se encuentran en mayor concentracion es en el olote y la

acilacion es con el acido malénico.
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En esta etapa se evaluaron nueve flores de salvias originarias de México para determinar el
tipo de antocianinas que contienen. Para lograr la identificacion de las principales antocianinas
se dividi6 esta etapa en cinco partes: 1) Cuantificacién de antocianinas totales, 2) Deteccion del
tipo de antocianidinas por CCF, 3) Determinacion del perfil de antocianinas aciladas por CLAR,
4)ldentificacién de &cidos hidroxicinamicos por espectroscopia UV-VIS y 5) Caracterizacion de

antocianinas por espectrometria de masas.
Antocianinas y Fenoles Totales

Los resultados de la cuantificacién de fenoles y antocianinas totales se muestran en el Cuadro
21. Las salvias que presentan un mayor contenido de fenoles son la Salvia hispanica y S.
lineata mientras que las salvias que presentan un mayor contenido de antocianinas totales son
la Salvia fulgens, S. lineata y S. mexicana con una concentracion de 20.41 mg/g 16.36 mg/g y
9.28 mg/g respectivamente.

Cuadro 21. Antocianinas totales y fenoles totales de salvias de México
MUESTRA Salvia purpurea Salvia lineata Salvia lasiantha Salvia mexicana Salvia leucantha

)

POLIFENOLES 39.52+0.55 56.04+3.23 44.04+1.10 42.22+3.51 36.49+1.17

TOTALES mg/g
ANTOCIANINAS 4.18+.0.26 16.36+0.19 1.85+0.42 9.2840.28 7.35+0.39
TOTALES

mg/g
Salvia polystachya  Salvia amarissima  Salvia hispanica Salvia fulgens

-

POLIFENOLES 36.60+2.02 40.52+1.55 80.85+2.79

45.34+0.79

TOTALES mg/g
ANTOCIANINAS 1.31+0.35 4.21+0.13 2.49+0.38 20.41+0.83
TOTALES

mg/g
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Cromatografia en capa fina

La cromatoplaca de los extractos de las flores de salvias realizada se muestra en la Figura 24.
En donde la S. lineata y S. fulgens presentan una coloracion roja lo cual indica la presencia de
la pelargonidina, la S. lasiantha, S. mexicana, S. purpurea y S. leucantha presentan una
coloracion morada caracteristica de la cianidina y la coloracion azul presente en la S.

amarissimay S. hispénica indica la presencia de la delfinidina.

La S. lineata presenta minimo cuatro antocianinas y la S. fulgens presenta seis antocianinas
con la estructura base de la pelargonidina. En la S. lasiantha se logran distinguir la presencia
de dos antocianinas con la estructura base de la cianidina. La S. amarissima presenta cinco
antocianinas derivadas de la delfinidina y cianidina. La S. hispanica presenta dos antocianinas
mayoritarias derivadas de la delfinidina. La S. mexicana presenta tres antocianinas derivadas
de la malvidina, peonidina o cianidina. Por ultimo, la S. leucantha y S. purpurea presentan el
mismo perfil de antocianinas las cuales pueden ser derivadas de la cianidina, malvidina o

peonidina.

La variacion de colores en las flores de las salvias se ha reportado por Saito en 1992, quien
estudio las antocianinas de las flores de la familia Lamiacea y encontré una gran diversidad de

antocianinas, desde delfinidina hasta pelargonidina.

S. lineata

S. fulgens

S. lasiantha

S. amarissima
S. hispanica

S. mexicana

S. polysthachya
S. leucantha

- - - . S purpurea

-
© O ND LA WN R

Figura 24. Cromatografia en capa fina de antocianinas de flores de salvias (Placa de silica gel, eluyente: Butanol:
ac. acético:agua 3:1:2)



RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de antocianinas utilizando CLAR

El analisis de las antocianinas extraidas de las flores de salvias por CLAR utilizando el
SISTEMA 1 no fue el mas adecuado porque presentd una baja resoluciéon. Por esta razén fue
necesario implementar otro método (SISTEMA 2) para obtener mejores resultados. El
cromatograma obtenido con el SISTEMA 1 y el SISTEMA 2 se puede observar en el Cuadro
22, en donde se puede ver la diferencia de los dos sistemas utilizados.

SISTEMA 1. Salvia amarissima

SISTEMA 2. Salvia amarissima

Una vez implementado el método, se realiz6 el analisis por CLAR de todos los extractos de
antocianinas de salvias utilizando el SISTEMA 2. Se compararon estandares de antocianinas
(C3G y C36G) y extractos de antocianinas de composicion conocida para determinar el tiempo
en el que empezaban a eluir las antocianinas aciladas, con base en esto se determiné que al

minuto 15 empezaban a eluir.

Los cromatogramas de las antocianinas de las flores de salvias se presentan en el Cuadro 23,
en donde se puede observar que las antocianinas contenidas en estas muestras aparecen
después del minuto 15, esto sugiere que las flores de salvias presentan Unicamente
antocianinas aciladas, lo cual es congruente con lo reportado por Ishikawa en 1999, quien

caracterizo las antocianinas de la S. uliginosa como antocianinas aciladas.’

La salvia que presentdé un mayor nimero de antocianinas fue la S. polystachya, seguido de la

S. amarissima,S. lineata, la S. mexicana presentd solo una antocianina mayoritaria.
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Cuadro 23. Cromatogramas del extracto de antocianinas de flores de salvias
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Espectroscopia UV-VIS

La espectroscopia UV-VIS fue una herramienta que dio evidencia de que las antocianinas
presenteses en las salvias estaban aciladas con &cidos hidroxicinamicos. Este analisis se
realizé usando los extractos purificados y disueltos en metanol:HCI en una concentracion de
0.2 mg/g y se hizo un barrido de 250 a 700 nm. Los resultados muestran que las antocianinas
analizadas presentan acidos hidroxicinAmicos en por lo menos una de sus antocianinas. La
absorcion maxima de los extractos de salvias se muestran en el Cuadro 24 en donde se
observa que todas las antocianinas de las flores de salvias presentan acidos hidroxicindmicos
en su estructura debido a un maximo de absorcién en 320-370 nm, esto fue descrito por

Harborne en 1958.7

Cuadro 24. Maximos de absorcion de los espcetros de UV-VIS de los extractos de salvias

SALVIA Amax. | A
Salvia purpurea 528 328
Salvia lineata 510 327
Salvia lasiantha 528 376
Salvia mexicana 535 364

Salvia leucantha 531 357
Salvia polystachya 535 355
Salvia amarissima 537 366

Salvia hispanica 537 355
Salvia fulgens 510 | 334

Espectrometria de masas

Tomando en cuenta que la S. fulgens presentd una concentracion de antocianinas de 20 mg/g
mayor a la obtenida de todas las salvias, se realiz6 el estudio por espectrometria de masas
para esta muestra. Debido a la falta de tiempo, las otras salvias no se pudieron analizar en la
misma forma que la S. fulgens. Sin embargo, se lograron identificar algunas antocianinas

presentes en la S. lasiantha, S. lineata, S. purpurea, S. amarissima y S. mexicana.

Para el andlisis de las antocianinas presentes en la Salvia fulgens, se utiliz6 el método CLAR-
DAD-IES" usando como detector arreglo de diodos (DAD) y espectrometria de masas de
trampa idnica con ionizacién por electrospray (EM-IES’). El extracto de las flores de la S.
fulgens se hidroliz6 con HCI 0.1N dejando reposar por 10 dias. Se analizé la muestra sin
hidrolizar y la muestra hidrolizada, para asi lograr la identificacion estructural de las

antocianinas presentes en esta salvia.
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Los espectros obtenidos se muestran en la Figura 25, en donde las antocianinas presentes son
mayoritariamente derivados de la pelargonidina, o que concuerda con lo observado en CCF, la

antocianina que eluye en 16 min presentd una m/z de 287, la cual corresponde a la cianidina.

Intens

mAl| DAD, 520 nm (M*_FERNANDA_2014M_FDA_M-SS D) M_FDA_M-S5.D: UV Chromatogram, 516-524 nm
zo0] Muestra recién disusa en 0.1 N HCI i
&04 1 Cromatograma de las antocianinas presentes en ‘5|9
o | las flores de la S. fulgens "IE 19.2 21i2
" 7T
=0 | 15|E J\ | | 1
e M_FDA_M-S5.D: EIC 287 +Al
16.0

. | | Antocianinas que tienen cianidina (287 m/z)

0 2
i 2 M_FDA_M-SS.D: EIC 271 +Al
15 ] . ) . |
Antocianinas que tienen pelargonicina (271 m/z) 7o
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Figura 25. Cromatograma del extracto de las flores de S. fulgens

El cromatograma de la muestra hidrolizada (Figura 26) presenta un menor numero de

antocianinas y la presencia de la antocianina en el minuto 7.8 es el producto de esta hidrdlisis.

A. Muestra sin hidrolizar. |

LM J
_ B __H_.Jl '-._,'Illj AN l'n___ -
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B. Muestra Hidrolizada |'|
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Figura 26. Cromatogramas de las antocianinas presentes en las flores de la S. fulgens de antocianinas hidrolizadas A)
Muestra sin hidrolizar y B) Muestra hidrilizada
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El producto de la hidrélisis de las antocianinas aparece en el minuto 7.8 y tiene un ion

molecular de m/z 595. El espectro de MS/MS (Figura 27) muestra dos fragmentos producidos

por pérdidas independientes y sucesivas de 162 uma, caracteristicas de la pérdida de glucosa,

por lo tanto se le asigna tentativamente la estructura de la pelargonidina-3,5-O-diglucésido y el

espectro de UV-VIS corresponde a esta asignacion.

ALl

Peso molecular= 595
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Figura 27. Estructura propuesta, espectro de UV y espectro de MS/MS de la antocianina que eluye en 7.8 min, identificada

Los otros dos picos mayoritarios que se observan en el cromatograma de la muestra
hidrolizada presentaron espectros de UV-VIS similares (Figura 28), debido a esto se propone

gue los compuestos que aparecen con tiempos de retenion de 16.95 y 19.01 min son derivados

de la pelargonidina como lo indica lo descrito por Harborne. "
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Figura 28. Espectro UV-VIS pico correspondiente al minuto 16.95y 19.01
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Por otra parte, las sefiales que aparecen en el minuto 16.95 y 19.01 tienen un maximo de
absorcion en 328 nm y 314 nm respectivamente, esto se atribuye a la presencia de restos
acilados pertenecientes al &acido cafeico y &acido p-cumaérico. Los espectros MS? y MS®
mostrados en la Figura 29 confirman la pérdida de los restos acilados y la asignacion tentativa
para el compuesto eluido en 16.95 min es la pelargonidina-3-O-(6"-cafeoilglucosido)-5-

glucésido y para el compuesto eluido en 19.01 min a

la pelargonidina-3-O-(6"-p-
cumaroilglucésido)-5-glucésido.
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_ . ys . , . , .
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Figura 29. Espectro de Mms> y ms? para los compuestos eluidos en 16.95 y 19.01 min

Adicionalmente, en ambos compuestos hay una pérdida de 162 uma que se corresponde a la
pérdida de una glucosa. En el espectro de MS® se observa que la pérdida de los restos de
cafeoilglucosa y de cumaroilglucosa, sin que la unién entre el resto acilo y la glucosa se
fragmente y en ambos casos se obtiene un fragmento de m/z 271 que concuerda con la
pelargonidina.
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En las flores de la Salvia fulgens, las antocianidinas encontradas son pelargonidina
(mayoritaria) y la cianidina que esta presente en menor proporcion y esta antocianina eluye a

15.8-16.0 min y se ha asignado como cianidina-3-O-(6"-cafeoilglucosido)-5-glucésido, con base
al patron de fragmentacion mostrado en la Figura 30
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Figura 30.Estructura propuesta, espectro de UV-VIS y espectros de MS™ obtenidos para la antocianina eluida a
15.8 min

identificadas.

Las cuatro antocianinas que aun no se han identificado y que aparecen en los minutos 17.8,
18.1, 20.7 y 21.2 minutos guardan una relacion estructural con las antocianinas ya
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Las antocianinas que aparecen a 17.8 y 18.1 min muestran el mismo espectro UV-VIS que el
compuesto que eluye a 16.9 min (Figura 31), por lo que deben ser derivados del &cido cafeico
de pelargonidina 3,5-O-diglucésido, lo cual es confirmado por su espectro de MS?. (Figura 32A)
También se observa un aumento en el peso molecular de 86 uma respecto al del compuesto
que eluye a 16.9 min siendo m/z 757 para el compuesto que eluyue a 16.9 min, 843 min para el
compuesto que eluye a 17.8 min y m/z 929 para el compuesto que eluye a 18.1 min.

Por otro lado, los compuestos que aparecen en 20.7 y 21.2 min presentan unos espectros UV-
VIS casi idénticos al del compuesto que eluye a 19.1 min (Figura 31), por lo que deben ser
derivados del &cido p-cumérico de pelargonidina 3,5-O-diglucésido, y los fragmentos del
espectro de MS? (Figura 32b) corresponden al residuo del acido p-cumarico y del resto
glucosidico, la diferencia en los compuestos que aparecen en 20.7 y 21.2 min es un aumento

de 86 uma respecto al compuesto eluido a 19.1 min.
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| 2 "DAD1. 18.069 min

vvvvvvvvvv

Figura 31. Espectros UV-VIS para las antocianinas aciladas presentes en la muestra no hidrolizada, en la cual se
observan solo dos tipos de espectros de las 6 antocianinas analizadas
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Figura 32. Espectros ms? y Ms? de S. fulgens
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Ademas, las diferencias en los valores 86 uma son compatibles con la pérdida de un grupo
malonil, por consiguientes se propone que las antocianinas que aparecen en 17.8 y 18.1 min
son compuestos derivados de pelargonidina-3-O-(6"-cafeoilglucosido)-5-glucésido aciladas con
uno y dos sustituyentes malonil, respectivamente y las antocianias eluidas en 20.8 y 21.1 min
son derivados de pelargonidina-3-O-(6"-p-cumaroilglucésido)-5-glucésido, (Figura 33).

El andlisis de los espectros MS? y MS® revela que el patrén de fragmentacion es el mismo en
el caso de los derivados con un sustituyente malonil adicional (los compuestos que eluyen a
17.8 y 20.7 min, respectivamente), y la asignacion tentativa que se hace de estas antocianinas
es la de pelargonidina 3-(6"-cafeoilglucésido)-5-(6"-malonilglucésido) para el compuesto que
eluye a 17.8 min, y de pelargonidina 3-(6"-p-cumaroilglucésido)-5-(6""-malonilglucésido) para el
compuesto que eluye a 20.7 min.

Por otra parte, las antocianinas que presentan dos sustituyentes malonil se asignan como
pelargonidina-3-O-(6"-cafeoilglucdsido)-5-(4",6"-dimalonilglucésido) para el compuesto que
eluye a 18.1 min, y de pelargonidina-3-O-(6"-p-cumaroilglucésido)-5-(4",6"-dimalonilglucésido)
para el compuesto que eluye a 21.2 min, estos compuestos ya han sido reportados para otras
flores de la familia de la Lamiacea por Saito’™ en 1992. No obstante es necesario determinar

sus espctros de RMN para confirmar que las estructuras propuesta son las correctas.
3

R1 R2 R3 ANTOCIANINA
o = -H -OH pelargonidina 3-(6"-cafeoilglucésido)-5-(6""-malonilglucésido)
.»J.l\,/U\DH
i T[ -H -H pelargonidina 3-(6"-cumaroilglucésido)-5-(6""-malonilglucésido)
- i 1
o] o o 0 -OH pelargonidina 3-(6"-cafeoilglucdsido)-5-(4"",6"'-dimalonilglucésido)

a o d o -H pelargonidina 3-(6"-cumaroaillglucésido)-5-(4",6"'-dimalonilglucésido)
”JJ\//”\D H ”JJ\//”\D H
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Figura 34. Espectros ms’ y Mms? de S. fulgens
En resumen, se aislaron seis antocianinas aciladas presentes en la S. fulgens cuyas
estrcucturas tentativas son:

pelargonidina-3-O-(6”-cafeoilglucésido)-5-(4"",6"dimalonilglucésido)

)y

pelargonidina-3-0O-(6”-cumaroilglucésido)-5-(4""6""dimalonilglucésido)

[ER]

pelargonidina-3-O-(6”-cafeoilglucésido)-5-(6""malonilglucésido)
pelargonidina-3-O-(6”-cumaroilglucosido)-5-(6"’malonilglucésido)
pelargonidina-3-O-(6”cafeoilglucdsido)-5-glucdsido

pelargonidina-3-O-(6”cumaroilglucésido)-5-glucésido.

En la Figura 35 se muestran los dos cromatogramas de las antocianinas presentes en las flores
de la S. lasiantha; el primero corresponde a la muestra del extracto de flores sin hidrolizar de
antocianinas en donde se observan 6 picos, mientras que el segundo cromatograma que
corresponde a la muestra hidrolizada en este se presentd un pico en 5.7 min. La antocianina
principal de la muestra hidrolizada tiene un ion molecular de m/z 611 cuya fragmentacion fue
m/z 449 [M-162], m/z 287[M-162-162], el cual corresponde a la cianidina-3,5-O-diglucésido vy la
antocianina minoritaria que aparece en 10.1 min corresponde a la cianidina-3-glucésido debido
a que presentd un ion molecular de m/z 449 y un fragmento de m/z 287. En consecuencia con

este analisis se pude afirmar que la S. lasiantha contiene solo derivados de la cianidina.
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Se analizé el extracto puro de las flores de la S. lasiantha el cual contiene seis antocianinas y
las estructuras propuestas se presentan en el Cuadro 25. Las antocianinas eluidas a 15.5 y
17.9 min presentan el mismo patron de fragmentacién al igual que las eluidas a 15.9, 16.4 y
19.3 min, lo que sugiere que son isémeras, sin embargo, es necesario un estudio mas detallado

para conocer con precision la estructura de cada uno de estos compuestos.

1 155 757 595/449/287 Cianidina-3-O-(6"-p-cumaroilglucésido)-5-glucdsido

2 15.9 773 611/449/287 Cianidina-3-O-(6"-cafeoilglucésido)-5-glucésido

3 16.4 843 595/535/449/287 Cianidina-3-O-(6"-p-cumaroilglucésido)-5-malonilglucésido
4 16.8 859 611/535/449/287 Cianidina-3-O-(6"-cafeoilglucdsido)-5-malonilglucésido

5 17.9 757 595/449/287 Cianidina-3-O-(6"-p-cumaroilglucésido)-5-glucésido

6 19.3 843 595/535/449/287 Cianidina-3-O-(6"-cafeoilglucésido)-5-malonilglucésido
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En el caso de la S. lineata, se analizo el extracto de antocianinas de las flores de la S. lineata
por espectrometria de masas utilizando la técnica de electrospray por inyeccion directa. Se
realizé el andlisis con un extracto de antocianinas purificado del cual se disolvi6 1 mg en
metanol para su estudio.

Las antocianinas identificadas en esta salvia se presentan en el Cuadro 26, en donde se
observan tres antocianinas con una estructura base de pelargonidina y una antocianinas con

una estructura base de cianidina.

929 843/757/595/449/287  Cianidina-3-O-(6"cumaroilglucésido)-5-(4",6’’-dimalonilglucésido)
843 595/519/271 Pelargonidina-3-O-(6"-cafeoilglucésido)-5-(6""malonilglucésido)
757 595/433/271 Pelargonidina-3-O-(6"-cafeoilglucésido)-5-glucésido

595 433/271 Pelargonidina-3,5-O-diglucosido

R1 R2 R3 R4 ANTOCIANINA 6c’
- o 0O o O -H Cianidina-3-O-(6"cumaroilglucésido)-5-

oM )\/M\ /[J\)J\ (4 ,6”-dimalonilglucésido)
OH OH

-H o o -H - Pelargonidina-3-O-(6"-cafeoilglucésido)-
/U\_\’JLDH OH 5-(6"’malonilglucésido)
-H -H -H = Pelargonidina-3-O-(6"-cafeoilglucésido)-
OH 5-glucésido



RESULTADOS Y DISCUSION

El extracto de las flores de las S. purpurea, S. amarissima y S. mexicana, se analizaron por
espectrometria de masas utilizando la técnica de elecrospray por inyeccién directa modo
positivo.

La identificacion se realizd6 en base de su patron de fragmentacion y en el Cuadro 27 se

muestra una propuesta tentativa de las las antocianinas presentes en estas muestras.

Cuadro 27. Identificacion de antocianinas de S. purpurea, S. amarissima y S. mexicana

[M]* (m/z) MS/MS (m/z) Antocianina

S. purpurea
757 595/449/287 Cianidina-3-O-(6"-p-cumaroilgluc6sido)-5-glucésido
843 595/535/449/287 Cianidina-3-O-(6"-cafeoilglucdsido)-5-malonilglucésido

S. amarissima

433 271 Pelargonidina-3-O-glucosido
579 331 Malvidina-3-O-(6"malonil)glucosido

S. mexicana
801 639/493/331 Malvidina-3-O-(6"-p-cumaroil)5-glucésido

OCHg

Figura 38. Propuesta de la antocianina mayoritaria de la S. mexicana

Adicionalmente se propone que la antocianina responsable del color de la flor se la S.
mexicana es la malvidina-3-O-(6"-p-cumaroil)5-glucésido en base a su patrén de fratmentacion,
no obstante es necesario realizar un estudio mas detallado.

En resumen, las salvias que tienen un color morado en sus flores presentan derivados
principalmente de la cianidina y malvidina y en menor proporcion derivados de la delfinidina y
pelargonidina, y las salvias que tiene flores rojas presentan antocianinas derivadas de la
pelargonidina. En general, las flores de las salvias estudiadas presentan antocianinas aciladas,

lo cual corresponde a lo reportado para las flores de la familia Lamiaceae.™



CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

Se cuantificaron las antocianinas totales y se establecio el perfil de antocianinas de diferentes
frutos, flores y vegetales de importancia econémica en México. Los maices coloridos y flores

de salvias mostraron tener una alta concentracion de antocianinas aciladas.

Ademas se identificaron y se caracterizaron las principales antocianinas presentes en el maiz
morado de Ixtenco y maiz cacahuacintle. El analisis del maiz morado de Ixtenco muestra que
la mayor concentracion de antocianinas aciladas se presenta a los 113 dias después de la
siembra (tiempo 2) y de las partes analizadas el olote es el que contiene la mayor

concentracion de antocianinas con 16 mg/g.

En el caso del maiz cacahuacintle se observdé que a los 160 dias después de la siembra
(tiempo 3) presenta mayor concentracion de antocianinas totales y aciladas, el totomoxtle de

este maiz es el que presenta mayor concentracién con 23 mg/g.

Por ultimo de las nueve salvias analizadas las flores de Salvia fulgens presentaron la mayor
concentracion de antocianinas con 20 mg/g seguida de la S. lineata (16 mg/g) y S. mexicana (9

mg/g) y todas las salvias presentaron antocianinas aciladas con acido cafeico y/o p-cumarico.



ANEXOS

ANEXOS
FUNDAMENTO DE LAS TECNICAS UTILIZADAS

1. Antocianinas Totales

El método usado para la determinaciéon de antocianinas totales fue el de pH-diferencial, este es un
método espectrofotométrico que muestra el contenido de antocianinas totales y se basa en el cambio
de color que tienen las antocianinas a diferente pH como se muestra en la Figura 39, a pH 1 el ion
flavilio tiene una coloracion roja, y a pH 4.5 predomina el

hemicetal que es incoloro y la absorbancia se mide a dos

longitudes de onda 510 nm (maximo de absorcion) y a 700 nm . 7Y ) oY
para evitar interferencias, si la muestra estd muy turbia es UL ™ = Pl
necesario clarificarla por centrifugacion o filtracion. La ) -
absorbancia debe estar entre 0.2 y 1.4 AU. En este método se e ‘ )
asume que las antocianinas tienen poca o nula absorbancia a pH

4.5 y que las antocianinas polimerizadas o degradadas absorben 3
aesepH. ” | € &
) W— A
La concentracion de antocianinas se expresa como el ' v
equivalente de cianidina-3-glucésido de acuerdo a la siguiente Sweas e
ecuacion:

AXPM X FD x 103

Antocianinas (equivalentes de cianidina — 3 — gluc), mg/L) = X1 .‘.l |
/|

En donde:

A= (A510 nm A700 nm)pH 1.0 — (A510 nm ~ A700nm)pH 4.5
PM (peso molecular)= 449.2 g/molanidina-3-glu

Figura 39. Efecto del pH en las antocianinas

FD (Factor de dilucién)=10
& (Coeficiente de absortividad molar de cianidina-3-glu) =26 900 Lcm™ mol™
10°=Factor de conversién de gramos a miligramos

La concentracién final de antocianinas en mg/g se calcula en base al volumen de extracto y peso de la
muestra, tomando en cuenta la dilucidén que se hizo a partir del extracto.

El método pH-diferencial ha sido validado y ha sido aprobado por la AOAC como método oficial (AOAC
método 2005.2).
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2. Fenoles Totales

Para la determinacién de fenoles totales se usé la técnica de Folin-Ciocalteu, se fundamenta en el poder
reductor del reactivo de Folin que es una mezcla de acido fosfowolframico y fosfomolibdico en medio
basico, que se reducen al oxidar los compuestos fendlicos, originando éxidos azules de wolframio
(W8023) y molibdeno (Mo8023). La absorbancia del color azul se mide a 760 nm.

Se tomaron 200uL del extracto y se agregaron a 2 mL de carbonato de sodio y se dejaron reaccionar por
2 min. Se le afadid el reactivo de Folin Ciocalteu diluido con agua (1:1) y se dejé en reposo a

temperatura ambiente por 30 min. Se midi6 la absorbancia a 760nm.

Para conocer la concentracion de polifenoles totales se elabord una curva patrén con acido tanico en un

rango de concentracion de 0-1mg,c. tanico/ML.

Absorbancia
© o o o
o N M O

=
=N

750 nm
Lineal...

Curva patroén acido tanico

y=1.0938x-0.0182

R?=0.9946

0.2 04 . 06 08
mg acido tanico/mL
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Espectroscopia RMN.

'H de la Cianidina-3-glucésido
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B¢ de la cianidina-3-glucésido
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COSY de la cianidina-3-glucésdido
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HSQC de la cianidina-3-glucdsido
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'H de la Cianidina-3-6""malonilglucésido
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HSQC de la Cianidina-3-6""malonilglucésido
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