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La obra contiene informacion
acerca de algunos grupos de
compuestos quimicos de ocurrencia
natural que son o pueden ser
aplicados como colorantes naturales
para alimentos y para la tincion de
fibras. Estos son clasificados de
-acuerdo a su naturaleza quimica
como carotenoides, flavonoides,
antocianinas, betalainas, quinonas,
xanton@s, clorofila, entre otros. Para
cadaUno de ellos se contempla las
metodo}pglas usuales de extraccion,
“aislamiento y determinacion
estructural. Se incluye algunos
aspectos de los colorantes naturales
usuales para alimentos, en lo que se
refiere a la fuente natural, asi como a
la materia colorante en ella
contenida; asf mismo, se incluye una
relacion de 150 especies tintéreas
utilizadas en el tefido de fibras en
diversas zonas geograficas de
nuestro Perd.

Con la informaci6n proporcionada,
en esta obra se pretende impulsar las
investigaciones de nuestros recursos

naturales como fuente de colorantes
naturales, asf como su
aprovechamiento industrial.
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PROLOGO

Los colorantes han sido ampliamente utilizados en la preparacién de alimentos
y bebidas y continiian haciendo a nivel mundial una contribucién significante en la
preparacion y procesamiento de los mismos. Asi mismos, desde Antiguo, antes del
desarrollo de la industria de colorantes de sintesis, el tefiido de las fibras se hacia
con plantas conteniendo colorantes naturales, llamadas especies tintéreas, las que
eran cultivadas a gran escala constituyendo una importante fuente de ingresos para
los paises productores.

A pesar de su importancia econémica, a pesar del “boom” actual de la “vuelta
a lo natural”, la industria de los colorantes naturales no han alcanzado aiin en
nuestro pais el desarrollo que debia esperarse de un pais poseedor de una
biodiversidad inigualable.

El principal objetivo de esta obra es incentivar a los lectores a lograr un mayor
aprovechamiento, en beneficio del pafs, de nuestros recursos naturales, los que pue-
den ser utilizados como fuente de colorantes, y como resultado de una accién con-
junta de investigadores, empresa y estado.

Teniendo en consideracion este objetivo, la presente publicacién da a conocer
algunos aspectos de diversos grupos de compuestos quimicos de ocurrencia natural
(Cap. 1), clasificados por su naturaleza quimica como carotenoides (Cap. 2),
flavonoides (Cap. 3), antocianinas (Cap. 4), betalainas (Cap. 5), quinonas (Cap. 6),
xantonas, y clorofila (Cap. 7). Estos compuestos quimicos se encuentran en diferen-
tes recursos naturales, especialmente en las plantas, incluyendo algas, hongos y
liquenes, y son los responsables que algunos de ellos sean utilizados como fuente de
colorantes naturales para alimentos (Cap. 8), y otros, para la tincién de fibras
(Cap. 9).

XV
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Capitulo I

COLORANTES NATURALES

1.1 GENERALIDADES

Desde los tiempos prehistéricos hasta la mitad del siglo XIX, el tefiido fue hecho
con colorantes naturales. La importancia de estos colorantes naturales disminuy6
cuando en 1856 el inglés William Henry Perkin, en su intento de sintetizar quinina,
oxido sulfato de anilina con dicromato potdsico y produjo el primer colorante sintéti-
co: la mauveina, de color puarpura (Fig. 1.1). Posteriormente, los quimicos alemanes,
perfeccionaron los colorantes derivados del alquitrdn de hulla hasta tal punto que
empresas de colorantes vegetales, se arruinaron totalmente antes de que finalizara el
siglo XIX.

H3

Fig. 1.1 Mauveina

En los dltimos 130 afios, se han sintetizado varios miles de compuestos quimi-
cos coloridos, de los cuales alrededor de 10000 son o han sido producidos a escala
industrial, tratando en muchos casos de sintetizar productos idénticos a los naturales
como el R-caroteno.
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En 1987 se estimé que la produccién mundial de colorantes era de alrededor de
700000 toneladas; de esta produccién, un.poco mas del 50% fue destinada a la indus-
tria textil y un 2,2% fue destinado al sector de alimentos, medicamentos y cosméti-
cos.

En afios recientes se ha renovado el interés en colorantes naturales por recientes
limitaciones en el uso de algunos sintéticos en alimentos, medicamentos y en pro-
ductos cosméticos debido a su toxicidad. Son frecuentes las denuncias por el uso de
colorantes no adecuados en estos productos de uso humano, como por ejemplo la
presencia de colorantes sintéticos nocivos como Rhodamina 8 'y Naranja permanente en
lapices de labios, o de otros colorantes no permitidos en caramelos, refrescos y gela-
tinas. Debemos aclarar que mientras unos colorantes no se permiten en unos paises,
otros si lo permiten; por ejemplo, el rojo allura (Rojo N°40) y el azul brillante (Azul N°1)
no son permitidos en la Unién Europea pero sf lo son en EUA (por la Administracién
de Alimentos, Medicamentos y Cosmética, AMC), mientras que en los colorantes
carmoisina (E 122) y el Ponceau 4R (E 124), sucede lo contrario’.

La situacién y perspectivas actuales de los colorantes naturales se puede ejem-
plificar con los carotenos, que son uno de los grupos mas importantes en el drea de
los alimentos, medicamentos y cosméticos. Estos compuestos entre los que destaca
el R-caroteno por sus propiedades antioxidantes y ser precursor de la Vitamina A,
tienen un mercado actual de 19 millones de délares, de los cuales aproximadamente
70,0% esta aplicadd en el sector alimentario, 21,1% como suplemento vitaminico,
5,3% en productos cosméticos y 3,6% para otros productos'.

Esto ha originado un considerable interés mundial en el desarrollo de los colo-
rantes naturales. Un indicativo de ello, es el nimero y distribucién de las patentes
reportadas a nivel mundial entre 1969.y 1984. Como se observa en la Tabla 1.1, el
incremento en patentes es mayor en los tltimos cinco afios, y de un total de 427
patentes, 356 estdn referidas a colorantes naturales y 71 a colorantes sintéticos.

Los colorantes naturales pueden ser clasificados segtin su naturaleza quimica en
diversos grupos (Fig. 1.2 y Tabla 1.2). Sus valores de A_, correspondientes se encuen-
tran en la Figura 1.3.

.Como fuentes naturales de estos colorantes podemos considerar las plantas su-
periores, las algas, hongos y liquenes, algunos insectos, asi como algunos organis-
mos marinos invertebrados (no se estd considerando a los animales vertebrados)**.

Son muchas las plantas superiores que producen colorantes; a pesar de su univer-
salidad no estén lo suficientemente concentrados para permitir una rapida y econémi-
ca extraccién, y en consecuencia son relativamente escasas las que tienen gran impor-
tancia comercial como fuente de colorantes. Asi, el escoger una planta a ser usada con
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Tabla 1.1. Numero de patentes segun fuente de colorantes y segun sus aplicaciones
en los periodos 1969-1978 y 1979-1984!

Periodo Total
1969-1978 1979-1984

Fuente de colorantes 210 217 427
Aplicaciones de los 134 136 270
colorantes

Total - 344 353 697

tal fin es determinada por consideraciones econémicas; el material debe estar dispo-
nible en suficiente cantidad a un precio razonable, el proceso para obtener el colorante
no debe ser excesivamente complejo y costoso, y el producto final debe cubrir las
perspectivas industriales y los requerimientos legales de los gobiernos. Sobre los
colorantes de plantas superiores nos vamos a referir en los capitulos siguientes.

Las algas deben su color a las ficobilinas, las que se clasifican en ficocianinas y
ficoeritrinas de color azulado con fluorescencia roja y de color rojizo con fluorescen-
cia naranja brillante, respectivamente. El rango de color en el que se encuentran es
bastante grande, dependiendo de la fuente de biliproteina y el medio en el cual es
aislado, proporcionando asi una variedad de colores naturales en las algas. Las algas
tambien contienen carotenoides especialmente 3-caroteno, y cetoderivados como
cantaxantina, astaxantina y echinenona.

Los hongos, particularmente la parte correspondiente al “cuerpo fructifero”, es-
tan fuertemente pigmentados. El nimero de pigmentos diferentes probablemente
excede los 1000; aunque algunos son de naturaleza quimica comun a las plantas
superiores —siendo mds notorio el caso de las betalainas y en menor extensiéon los
carotenos y quinonas—, muchos de ellos no han sido encontrados en algtin otro orga-
nismo biolégico.

Los liquenes han sido intensamente utilizados para el tefiido desde Antiguo.
Dentro de los compuestos coloreados que ellos producen estdn las quinonas
(antraquinonas, naftoquinonas y terfenilquinonas), dibenzofuranos (dcido dsnico y
derivados), xantonas, depsidos y depsidonas, carotenoides y xantofilas, asi como
fenoxazinas. Entre los liquenes podemos destacar las especies del género Xanthoria,
cuya coloracién naranja y naranja-rojizo brillantes serfa debida a la presencia de
antraquinonas, y del género Cladonia, en los que los colores rojo a rojo-sangre seria
debido a la contribucién de las naftoquinonas presente.
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Tabla 1.2. Clasificacion de los colorantes naturales segin su naturaleza quimica

Naturaleza Algunos Color A NM
quimica ejemplos predominante
e tetrapirroles ficobilinas azul-verde 610-650
(lineales y ciclicos) (ficocianinas)
amarillo-rojo 540-570
(ficoeritrinas)
clorofila verde 640-660
e carotenoides carotenoides amarillo- 400-500
(tetraterpenoides) anaranjado
» flavonoides flavonas blanco-crema 310-350
flavonoles amarillo-blanco 330-360
chalconas amarillo 340-390
auronas amarillo 380-430
antocianinas rojo-azul 480-550
e xantonas xantonas amarillo 340-400
e quinonas naftoquinonas rojo-azul-verde
antraquinonas rojo-purpura 420-460
e derivados indigoides indigo azul-rosado
e indoles : betalainas amarillo-rojo 470-485
(betaxantinas)
530-554
(betacianinas)
» pirimidinas sustituidas pterinas blanco-amarillo
flavinas amarillo
fenoxazinas amarillo-rojo
fenazinas amarillo-parpura

Son valores aproximados, los valores varfan de acuerdo al modelo de sustituciény alos
solventes utilizados; sélo se sefala el rango de absorcién a mayor longitud de onda.
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Dentro de los organismos marinos invertebrados, los crustaceos y moluscos qui-
zé4s son los que proveen las mas diversas fuentes de colorantes, muchos de ellos atin
no caracterizados y que serian de potencial interés econémico.

De los insectos podemos destacar la cochinilla por su contenido de 4cido carmi-
nico, asi como el kermes que produce acido kermésico, ambos compuestos son de
naturaleza antraquinonica.

Las pterinas contribuyen a los colores blanco, crema, amarillo y rojo de muchos
insectos. Por ejemplo los colores de las mariposas y avispas son a menudo formados.
de pterinas, como las xantopterinas que proporcionan un color amarillo brillante a
muchas avispas; otras pterinas contribuyen tambien a los colores amarillos, naranjas
y rojos de crustdceos, peces, anfibios y reptiles.

Las flavinas, como la riboflavina o vitamina B,, excepcionalmente producen la
pigmentacién amarilla de algunos organismos marinos invertebrados.

Las fenazinas contribuyen al color de algunas bacterias, por lo general en las
especies de Pseudomonas y Streptomices, mayormente amarillo y ocasionalménte azul y
azul violeta.

Las fenoxazinas se han encontrado en algunas bacterias Streptomices, en hongos
Polyporus cinnabarimes y en liquenes como Rocella tinctoria y otros, que contienen
orceina.

Se menciona que el obtener colorantes naturales puros puede costar de 30 a 100
veces mas que el producir colorantes sintéticos certificados, reduciendo con ello las
posibilidades de explotacién de estas fuentes naturales; sin embargo, consideramos
que las estrategias biotecnolégicas en la produccién de colorantes naturales que se
han desarrollado en los dltimos afios son de gran importancia y que podrian otorgar
una serie de ventajas, entre ellas, las econdmicas.

1.2 SINOPSIS HISTORICA **

Hasta mediados del siglo XIX, las plantas, animales y minerales fueron las tinicas
fuentes como agentes colorantes sea para tefiir o pigmentar.

Las primeras fibras tefiidas fueron usadas en tiempos prehistdricos alrededor del
afio 1000 a.C. Estos tefiidos fueron simples y fueron los primeros ejemplos de la apli-
cacién de los llamados colorantes directos o colorantes sustantivos, los que resultaron
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continua Fig. 1.2
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de muy pobre solidez, pobre resistencia al lavado y a la luz. Tefiidos mas sofisticados
fueron desarrollados posteriormente, produciéndose colores con mejor solidez.

El colorante azul de indigo que deriva de la planta Indigofera tinctorea, ha sido
conocida en la India por cerca de 4000 afios. Los comerciantes fenicios y los migrantes,
introdujeron estos colorantes en el Mediterraneo; otro colorante azul, Isatis tinctorea,
ha estado en uso desde la Edad de Bronce (2500-800 a.C.). El Indigo es un ejemplo de
un colorante a la tina y su aplicacién a la fibra involucré un procedimiento complica-
do. La planta tenia que ser fermentada y tratada con orina, luego la fibra era introdu-
cida en el todavia incoloro bafio de colorante y posteriormente colgada bajo el sol
para conseguir en la fibra un color azul insoluble.

Muchos tonos de rojo pudieron obtenerse con la raiz de rubia, Rubia tinctorium,
planta del Mediterraneo y de Asia. La “rubia” contiene alizarina y es un ejemplo de un
colorante para mordiente. Muchos colorantes naturales pertenecen a este grupo de
colorantes.

Las plantas utilizadas asf como los antiguos procedimientos de tefiido han sido
registrados, especialmente por dos historiadores del primer siglo después de Cristo.

7
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El naturalista romano Plinio El Viejo se refiere en sus escritos tanto al indigo como al
glasto, dos colorantes comunes usados por las tribus Galicas. El griego Dioscérides
describe los colorantes de la “rubia” para el rojo, del azafrdn (de los estigmas del
Crocus sativa), y gualda (de Roseda Iuteola) para amarillos, glasto para azul, Alkanna
tinctorea para rojo, entre otros.

Durante la Edad Media, alrededor de 1250 d.C., los procedimientos de tintura
fueron registrados por los monjes medioevales. En aquellos tiempos, a menudo, las
mismas plantas eran usadas para tefiir y para fines medicinales.

Y asi fueron desarrollandose gremios que perfeccionaron los procesos de tefii-
“do, conserviandose éstos guardados como secreto. Famosos centros de produccién y
comercializacién fueron Venecia, Florida, Génova, Frankfurt, Niiremberg y Londres.

Los primeros pueblos en el continente americano fueron expertos en el arte de
las fibras, incluyendo procesos de tefiido. Después del descubrimiento del Nuevo
Mundo, los colorantes fueron exportados a Europa, entre ellos, la morina, colorante
amarillo del Clorophora tinctorea; la hemateina, colorante rojo del Hematoxylum
campechianum; el rojo carmin del insecto Dactilopius coccus Costa.

Del Perti Antiguo tenemos que mencionar los textiles de Paracas (Fig. 1.4), que a
juzgar por los efectos conseguidos en sus telas, cerca de 190 tonos, la riqueza de los
materiales colorantes debe haber sido muy grande y variada. Asi, se dice que los
tonos rojos se daban con cochinilla, y la raiz de chapi-chapi (Relbunium (Galium)
microphyllum Hert); los azules con flores de mullaca (Muehlenbeckia volcanica) y con aiiil
(Indigofera aiiil); los morados con paguau (Bidens humilis HBK) y frutales de quisca-
quisca (Berberis sp.); verdes y amarillos con ramas de chilca (Baccharis prostata R. et. P),
ramas de molle (Schinus molle L.) y palo de tiri (Solanum pseudolycioides Rusb); también
fueron usadas otras plantas como tara (Caesalpinia tinctoria HBK Domb), jagua (Genipa
oblongifolia R. et. P), palo de Brasil (Caesalpinia echinata), entre otras.

Diversos estudios han determinado los colorantes naturales presentes en nues-
tros antiguos textiles; uno de los mas recientes ha analizado textiles pertenecientes a
varias culturas precolombinas para determinar la presencia y abundancia relativa de
los colorantes®.

Atn en la actualidad muchas de la comunidades nativas de nuestro pais y de
otros paises utilizan diversas plantas en el tefiido artesanal (Fig. 1.5), especialmente
de fibra de lana (de oveja y alpaca), utilizando las diferentes partes de la planta, tales
como raices, tallos, hojas, flores, corteza, etc. (Capitulo IX).
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T | T T
‘ ‘ 400 500 600 700 ,nm
250 300 400

Fig. 1.3 Propiedades espectrales de las diferentes clases de colorantes*

Percepcion de los colores de acuerdo a la longitud de onda de la luz absorbida

Color absorbido ~ rojo  anaranjado ~ amarillo  amarillo-verdoso  verde  verde-azulado azul violeta

Ao MN 675 600 585 - 570 540 490 460 410
Color percibido  azul- azul violeta rojo- anaranjado  amarillo  amarillo-
verdoso violdceo verdoso

Las curvas de absorcién han sido representadas con los colores percibidos por el ojo humano.
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Colorantes Naturales

1.3 LOS COLORES DE LA NATURALEZA

En esta Seccién apreciaremos algunos colores que la naturaleza nos ofrece a
través de sus plantas: flores, frutos y hojas; de las algas, hongos y liquenes; de los
organismos marinos y/o de rio; de las aves y mariposas.
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Capitulo II

CAROTENOIDES

2.1 INTRODUCCION

Los carotenoides son un grupo de compuestos solubles en lipidos. Consisten de -
8 unidades de isopreno con una serie de dobles enlaces conjugados que constituyen
el grupo cromoéforo caracteristico; las unidades de isopreno estdn unidas de tal mane-
ra que los dos grupos metilo sustituyentes mds cercanos en el centro de la molécula
estan en posicién 1,6, mientras que todos los otros grupos estdn en posicién 1,5.

Los carotenoides pueden clasificarse como carotenos si s6lo estan formados por
atomos de carbono e hidrégeno (hidrocarburos), y como xantéfilas, si contienen al-
guna funcién oxigenada.

Estdn ampliamente distribuidos en el reino vegetal, cumpliendo dos funciones
principalmente: en la fotosintesis, y como materia colorante en las flores y los frutos,
en los que aparecen mayormente como colores amarillos en los primeros, y naranja o
rojizo en los segundos; los animales no los biosintetizan pero puede encontrérsele
presente —por ser ingeridos en la dieta— en algunos peces, pajaros y organismos ma-
rinos invertebrados.

A la fecha se conocen alrededor de 600 carotenoides de ocurrencia natural, sien-
do atin muy pequefio el nimero utilizado industrialmente. Por otro lado, nuevas es-
tructuras se reportan continuamente’?,
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2.2 ESTRUCTURA'Y NOMENCLATURA

La estructura base de los carotenoides es el licopeno (I), consiste en una cadena
larga de 8 unidades de isopreno (C,) dando un sistema conjugado de dobles enlaces
el cual es el grupo croméforo responsable del color. La ciclacién del licopeno en un
extremo conduce al y-caroteno (Il), mientras que la ciclacién en ambos extremos pro-
duce el B-caroteno (lIl). Otros isémeros del R-caroteno (o y e-caroteno) sélo difieren
en la posicién de los dobles enlaces en las unidades ciclicas terminales (IV-V).

Para sistematizar la nomenclatura se utilizan letras griegas, que describen a los
dos grupos terminales de la cadena insaturada base (Commission on Biochemical
Nomenclature, 1971) (Fig. 2.1).

El esqueleto carbonado bdsico de un carotenoides (C,) puede ser modificado de
diversas maneras; por ejemplo, son “nor-carotenoides” cuando un dtomo de carbono
ha sido eliminado, mientras “seco-carotenoides” resulta ‘de la fision de un enlace
carbon-carbén determinado y la adicion del nimero apropiado de dtomos de hidré-
geno a cada grupo terminal creado (VI), “apo-carotenoides” es la denominacién en
aquellos casos que hay remocién de un extremo de la molécula base (o de ambos)
(V1I).

Los cambios en el nivel de hidrogenacién se indican con los prefijos “dehidro” e
“dihidro”, en el primer caso describe la introduccién de enlaces olefinicos (o acetilénicos

R\\\\\\\\\R

Tipos de grupos terminales C, -

16 17
‘\
18
C3< i
p Y € K
16 16
- 6 17 18
NS 17 g/ 3 /
’5 1677 N 5
~ 18 18
¢ X ¥

Fig. 2.1 Estructuras de los siete tipos de grupos terminales en los carotenoides
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y alénicos), y en el segundo caso, la hidrogenaci6n respectiva (VIII-IX). El prefijo “retro”
indica el desplazamiento en una posicién de todos los enlaces simples y dobles del
sistema conjugado.

En el caso de existir funciones oxigenadas, éstas pueden ser dcido carboxilico
(4cidos carotenoicos), ésteres de dcidos carotenoicos, aldehidos (carotenales), cetonas,
alcoholes (carotenoles) o ésteres de carotenoles, epdxidos (VI,VII,X-XXII).

A ) U gl S gl S Vg V2 Vg g g N

() licopeno (y,y-caroteno)
C.1. 75125

g gl gl V2 e 2 Vg e 7 N N

(1)  y-caroteno (B,y-caroteno)

NN YT XYY

(my  p-caroteno (B,B-caroteno)
C.1.75130
C.1. Natural Yellow 26

S g NV Y g VA Vg g\

(IV)  a-caroteno (B,e-caroteno)

S g VO Y Va2 Vg g\

(V) €&-caroteno (g,e-caroteno)

Fig. 2.2 Carotenoides
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continua Fig. 2.2

g g T i e i Vel g g

(VI)  semi-o-carotenona
(5,6-seco-B, e-caroteno-5,6-diona)

(VIl) bixina
(ac. 9'-cis-6, 6'-diapocaroteno-6’-ato de metilo-6-oico)
C.1.75120 ‘
C.l. Natural Orange 4

M
A Ve g N S gl g g Y \3, x

(VIIl) toruleno (3’,4’-didehidro-B, y-caroteno)

.
\\\\\\\\'7'\ N

(IX)  B-zeacaroteno (7’,8'-dihidro-B, -caroteno)

COOH
Hooc\\\\\\\oo

(X)  crocetina
(4cido 8,8'-diapocaroteno-8,8’-dioico)
C.1.75100

\\\\\\\\COOR

(XI)  ésterdel &cido 8'-apo-B-caroteno-8'-oico
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continda Fig. 2.2

A PR A N R S PN D

(XIl)  8'-apo-p-caroteno-8'-al

e e P gl I 7 2 N

(XIll) cantaxantina (B,f’-caroteno-4,4-diona)
: C.l. Food Orange 8
C.1.70850

o
\\\\\\\\\\D/OH

(XIV) capsantina (3,3'-dihidroxi-B,«x-caroteno-6'-ona)

HO

0
HO \\\\\\\\\\~D/OH

(XV) capsorrubina (3,3"-dihidroxi-x, k-caroteno-6,6"-diona)

(0}
OH

A S g N VO Y Ve T g
HO

(XVI) astaxantina (3,3'-dihidroxi-B, B’-caroteno-4,4-diona)
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continua Fig. 2.2 -
g e N
HO!

(XVIl) luteina (B, e-caroteno-3,3'-diol)

(XVIIl) lutein-5,6'-epdxido

OH
N O e XXX
HO
(XIX) zeaxantina (B,p-caroteno-3,3'-diol)
OH
NN Y YYD Y
H
(XX) isozeaxantina (B,p-caroteno-4,4’-diol)
//OH
N Y Y Y Y Y Y Y Y
HO

(XXI) lactucaxantina (g,e-caroteno-3,3'-diol)
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continuia Fig. 2.2

(XXII) violaxantina
(5,6,5',6'-diepoxi-5,6,5',6'-tetrahidro-,B-caroteno- 3,3"-diol)

En la Figura 2.2 se encuentran las estructuras respectivas®*,

Debemos también considerar que debido al extenso sistema de dobles enlaces
en las moléculas, los carotenoides pueden existir como isémeros geométricos (E,Z).
Aunque la mayoria de los carotenoides existe en forma E (todo-trans), los isémeros Z
pueden ser formados facilmente de los isémeros E y encontrarse en pequefias canti-
dades.

2.3 BIOSINTESIS

Los carotenoides son biosintetizados en las plantas superiores, algas, hongos y
bacterias. Los animales no los pueden biosintetizar, aunque muchos son capaces de
metabolizarlos y modificarlos estructuralmente cuando los ingieren.

En las siguientes figuras, se da el esquema general biosintético siguiendo la regla
del isopreno (Fig. 2.3), el esquema general biosintético referido a los carotenoides
(Fig. 2.4), la secuencia de reacciones de deshidrogenacién involucrado en la biosintesis
de los carotenoides (Fig. 2.5), la biosintesis de carotenos mono y biciclicos a partir
del licopeno (Fig. 2.6), el esquema para la hidroxilacién de los carotenoides y para la
formacién de los diferentes grupos terminales (Fig. 2.7)>5.

Para conocer detalles de estos procesos biosintéticos, asi como de las reacciones
y enzimas involucradas, se recomienda que el lector revise las diversas publicaciones
disponibles.

2.4 EXTRACCION Y PURIFICACION

Existen diversos métodos de extraccidn; los dos que se sefialan a continuacién
pueden utilizarse para tejidos verdes de plantas, asi como para raices, flores y fru-
tosHe7, '
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Acido mevalénico (AMV)

!

pirofosfato de isopentilo

C, (PPI)
pirofosfato de dimetilalilo
C, (PPDMA)

MONOTERPENOS o pirofosfato de geranilo

C,, (PPG)

PPI TRITERPENOS,
ESTEROIDES

SESQUITERPENOS «——— pirofosfato de farnesilo  ——>» ESCUALENO

C, (PPF) -

DITERPENOS =~ «—— pirofosfato de geranil-geranilo ——>»  fitoeno

C,, (PPGG)
fitol CAROTENOIDES
CLOROFILA

Fig. 2.3 Esquema biosintético “isoprenoide”
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AMV
PPGG
formacion de ...civcimsisesovsvaiwvmiosssss
fitoenos
\4
fitoeno
deshidrogenacién ........................
\4
licopeno
ciclizacion .......ccciviiiiiiiiiiiae
\ 4
B-caroteno
hidroxilacién, etc ......covvviiniiinnn...
\4
xantofilas

Fig. 2.4 Esquema de las etapas principales en la biosintesis de carotenoides
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N N X A N i X A x
i\» 211 fitoeno
11 8
N A X 2 XYY = x N
2H A/l fitoflueno
"
N N A Ve e Ve g e N 4 X AN
C-caroteno
11
x N AN b A g S Ve g g N N x
2 (i 7,8,11,12 -tetrahidro-y,y-caroteno
7
N I - XX A X x X x e AN x
2H 4/l neurosporeno
)\/\)\ A S gl gl V9 7 2 U N A
licopeno

Fig. 2.5 Secuencia de las reacciones de deshidrogenacion involucradas en la biosintesis de
los carotenoides
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anillo- anillo-g anillo-y

L0 S P
m\ | ~ 3

N - ©
0
HO

P _ |
ol R » /)\:.

~OH

Fig. 2.7 (A) Mecanismo para la formacién alternativa de anillos B, y y € del precursor aciclico, neurosporeno
(B) Hidroxilacién estereoespecifica de carotenos
(C) Esquema de la formacién de diferentes grupos terminales de los carotenoides de planta.
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Método 1:

(]

cortar el material en trozos pequefios y homogenizarlo con acetona (metanol o
etanol) por 1-2 minutos en una licuadora.

filtrar el homogenizado.

reextraer el residuo (2 6 3 veces) con el mismo solvente, aunque una tltima
extraccion puede hacerse con éter etilico.

reunir los extractos y concentrarlos en rotavapor.

agregar un volumen igual de Et,0 libre de peréxidos; agregar agua o solucién de
cloruro de sodio (formacién de dos fases).

separar las dos fases en un embudo de separacién.

lavar la fase acuosa con éter etilico, y la fase etérea con agua para remover la
acetona.

secar la fase etérea con sulfato de sodio anhidro (5-10 g por 100 mL de extracto),
durante 60 minutos.

filtrar y lavar el agente desecante con eter etilico.

concentrar el extracto etéreo en rotavapor, si es posible con corriente de nitr6-
geno. Si hay agua remanente, remover agregando etanol absoluto y evaporarlo
de la misma manera.

el residuo es un extracto seco de carotenoide.

Meétodo 2:

cortar el material en trozos pequefios y triturarlo en un mortero con sulfato de
sodio anhidro y con arena lavada, hasta tener una mezcla en polvo.

extraer el polvo con acetona o mezcla de acetona - metanol o etanol, seguido de
éter etilico.

filtrar y repetir el proceso de extraccién por 2 6 3 veces.

reunir los extractos y continuar con el procedimiento del Método 1.

Algunas veces es preferible separar previamente los hidrocarburos de las xanto6filas,

esto puede hacerse agitando un extracto en éter de petréleo con un volumen igual de
MeOH 90%, asi los dihidroxicarotenos son separados en la fase metandlica, dejando a
los monohidroxicarotenos y los carotenos en la fase superior etérea. Un segundo
tratamiento de la fase etérea con MeOH 90%, separa a éstos en las dos tltimas clases,
con la segunda fraccién metandlica conteniendo los monohidroxicarotenos.
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La saponificacién puede realizarse de la siguiente manera:

disolver la mezcla carotenoide en suficiente metanol o etanol y agregar KOH 60%
(w/v) (1 mL por 10 mL de solucién etandlica de la mezcla).

calentar la mezcla alcalina por 5-10 minutos en la oscuridad, o en bafo hirviente
y con corriente de N,, o alternativamente la mezcla es dejada en la oscuridad a
temperatura ambiente a 5°C, con corriente N,, durante 12 a 16 horas.

agregar a la solucién alcalina un volumen igual de éter etilico, agregar agua (2 6
3 vol.); se separan dos fases, la fase etérea superior contiene los carotenoides.

lavar la fase acuosa con éter etilico (3 veces) para extraer el resto de los
carotenoides.

lavar la fase etérea con agua para eliminar trazas de alcali.
reunir las fases etéreas y secar con sulfato de sodio.

los carotenoides acidos permanecen en la fase acuosa alcalina, ésta se puede
acidificar con acido acético a pH 4 y extraer de la manera usual; lavar la fase
etérea con agua, secar y evaporar.

Tabla 2.1. Solventes y grupos de carotenoides eluidos usando cromatografia de

columna*

Sistemas de solventes

Carotenoides separados

éter de petréleo o

éter de petréleo:éter etilico 99:1
éter de petréleo:éter etilico 95:5
éter de petréleo:éter etilico 90:10
éter de petroleo:éter etilico 80:20

éter de petréleo:éter etilico 1:1

éter etilico o

éter etilico:etanol 95:5

éter etilico:etanol 4:1

carotenos

carotenos epoxidados

xantéfilas esterificadas
monooxocarotenoides

dioxocarotenoides,

monohidroxicarotenoides

dihidroxicarotenoides
o xantofilas mas polares

carotenoides glicosidados
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Para la purificacién por cromatografia de los carotenoides puede utilizarse alumina
o gel de silice, aunque en este ultimo caso podrfa ocurrir isomerizaciones por su
caracter acido. Otros materiales, sustancias inorgdnicas basicas, como el éxido de
magnesio (MgO) y el hidréxido de calcio (Ca(OH),), son también de gran valor en la
purificacién de carotenoides.

Para una cromatografia en columna, puede utilizarse como solventes de elucién,
segun los diferentes grupos de carotenoides, los sefialados en la Tabla 2.1.

Para una cromatografia de capa delgada se da algunos ejemplos en la Tabla 2.2.

El método HPLC estd siendo muy utilizado tanto para un andlisis cualitativo como
cuantitativo, ya sea en fase normal o fase reversa. Los sistemas de elucién en fase
normal son generalmente hexano y propan-2-ol y sus mezclas; y en fase reversa son
acetonitrilo, metanol, diclorometano, agua, y mezclas de éllos.

Tabla 2.2. Cromatografia de capa delgada (Rfx100) de carotenoides’

Rf(x100) en sistema

1 2 3
Hidrocarburos
3-caroteno 49 74 84
y-caroteno ‘ 11 41 45
g-caroteno 70 84 —
licopeno 01 13 15

Rf(x100) en sistema

4 5 6
Xantofilas
luteina 10 35 56
zeaxantina 05 24 55
violaxantina 05 21 84
B-criptoxantina 54 75 07
capsantina 06 16 —

Sistema:

MgO activado; éter de petréleo (p.e. 90-110°C):C H, (1:1)

MgO activado; éter de petrdleo (p.e. 90-110°C):C H, (1:9)
Silicagel-Ca(OH),(1:6); éter de petréleo:C H, (49:1)

Fosfato magnesio; éter de petréleo (p.e. 40-60°C):C H, (9:1)

Silicagel; CH,CI:EtOAc (4:1)

Kieselguhr G impregnado con 8% solucion triglicérido:MeOH:H,0O (30:15:2)

(2 U o
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En fase reversa el orden elucién no es exactamente el opuesto al de fase normal
y debe tenerse en cuenta que:

° los carotenoides no sustituidos se adsorben més fuertemente en el C ,, asf en los
dihidroxi—, es retenido mds fuertemente aquel que tiene los dos —OH en un sélo
extremo, que aquel que los tiene uno en cada extremo.

* los aciclicos tienen mayor t, que los ciclicos conteniendo los mismos grupos
funcionales.

e los que poseen mayor grado de insaturacién son retenidos mas fuertemente.

Precauciones

Desde que los carotenoides son sensibles al oxigeno, luz, calor, acidos y en algu-
nos casos a alcalis, es indispensable tener en cuenta las siguientes precauciones du-
rante su manipulacién para evitar oxidaciones, isomerizaciones o generacién de “ar-
tefactos”:

e se debe prevenir la isomerizacion que podria producirse por la presencia de
dcidos en el mismo tejido de la planta, adicionando un agente neutralizante
como NaHCO,, durante el proceso de extraccion;

* los solventes a utilizar deben ser de bajo punto de ebullicioén, para que puedan
ser removidos a temperaturas bajas, evitando as{ el calentamiento prolongado;
deben estar libres de la presencia de 4cidos, peréxidos y de otros agentes
oxidantes;

e deben estar protegidos de la luz durante las cromatografias, evitdndose el uso de
adsorbentes acidicos como la gel de silice o acido silicilico, asi como de solven-
tes acidicos (especialmente cloroformo; que usualmente contiene trazas de &ci-
do hidroclérico);

e desde que son menos sensibles a los élcalis que a los acidos, los primeros son
utilizados rutinariamente para la saponificacién de los ésteres carotenoides; y

e deben ser almacenados en la oscuridad, a -20°C, en ausencia completa de oxige-
no, ya sea al vacio o en una atmésfera inerte (Ar o N,).

2.5 IDENTIFICACION

Los espectros en la region Visible de los carotenoides son mily caracteristicos
entre 400 y 500 nm, con un pico mayor alrededor de 450 nm, y usualmente dos picos
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menores, uno a cada lado. La posicién exacta de los tres maximos varia de compuesto
a compuesto y son suficientemente diferentes como para ser utilizados como medio
de identificacién.

Debe tenerse encuenta algunas generalidades®’:

la adicién de un doble enlace carbono-carbono sin otro cambio estructural resul-
ta en un desplazamiento del maximo de absorcién a mayor longitud de onda;

., nm
L max s
en éter de petréleo

neurosporeno (9 -C=C-) 414 439 467
licopeno (11 -C=C-) 446 472 505
3,4-didehidrolicopeno (13 -C=C-) 465 492 527
bisdehidrolicopeno (15 -C=C-) 480 510 540

cuando un grupo final ¥ de un carotenoide aciclico, cicla para formar un grupo
final B, hay un desplazamiento del maximo de absorcién a menor longitud de
onda (cada uno de los carotenos siguientes tiene 11 -C=C-);

., nm
, max ,
en éter de petréleo

licopeno (y,y-caroteno) 446 472 505
y-caroteno (I3,)-caroteno) 437 462 494
R-caroteno (R,B-caroteno) (425) 448 475

la introduccién de uno o més grupos hidroxilo (o metoxilo), no produce cambios
notorios en el espectro de absorcién;

)»méx, nm
en éter de petréleo
f3-caroteno (425) 450 477
3-OH-R-caroteno (425) 448 475
4-OH-R-caroteno (427) 451 475
3,3"-diOH-[3-caroteno (426) 450 480
4,4'-diOH-R-caroteno (427) 450 478

o el efecto de introducir una funcién carbonilo en conjugacién con una cadena de

polieno, causa un desplazamiéento a mayores longitudes de onda y pérdida de su
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estructura fina, apareciendo una curva simétrica redondeada en vez del espectro
general de tres picos;

los maximos de absorcion de los isémeros cis son generalmente 1 a 5 nm mads
bajos; en esos casos aparece el llamado “pico-cis”, que es un pico subsidiario en
la regién ultravioleta; la diferencia en longitud de onda entre el “pico-cis” y la
absorcion a la mayor longitud de onda del isémero “todo-trans” es practicamen-
te una constante (142 + 2 nm para carotenoides C40 con 10 a 11 dobles enlaces
conjugados). Por otro lado se ha observado que la intensidad del “pico-cis” es
mayor cuanto mas central estd el doble enlace cis en relacién a los dobles enla-
ces conjugados.

Los carotenoides apolares usualmente son determinados en éter de petréleo o

hexano, y aquellas de mayor polaridad como las xantofilas, en etanol. Los valores de
hméxvarfan de acuerdo al solvente usado; los registrados en éter de petroleo, hexano y
etanol son casi idénticos, pero los registrados en acetona son alrededor de 4 nm
mayores, y en cloroformo o benceno de 10 a 12 nm mayores. Para una comparacién
es conveniente hacer las mediciones en mas de un solvente.

Otros valores de absorcién caracteristicos se dan en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Valores de absorcidn en el visible de carotenoides

A NM

en éter de en CHCI,

petréleo
Hidrocarburos
-caroteno 425h,449,476 435,461,485
y-caroteno 437,462,494 446,475,509
g-caroteno 416,440,470
licopeno 444,470,502 458,484,518
Xantofilas
luteina 421,445,474 435,458,485
zeaxantina 424,449,476 433,462,493
violaxantina 416,448,465 426,444,478
B-criptoxantina 425,449,476
capsantina 450,475,505
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El infrarrojo no es usual pero puede ser (til para detectar ciertas caracteristicas
estructurales en compuestos nuevos, lo mismo que la resonancia magnética nuclear y
el espectro de masas, este Ultimo mayormente para determinar el peso molecular.

En las Tablas 2.4 a 2.6 se dan algunos valores espectroscépicos para el licopeno,
capsantina® y 9'Z-6"-apo-licopen-6-ato de metilo® y en la Figura 2.8 los espectros IRy
UV-V del B-caroteno.

2.6 DISTRIBUCION *10-12

Ya mencionamos que los carotenoides estan ampliamente distribuidos en el rei-
no vegetal. Ocurren universalmente en el cloroplasto de los tejidos verdes pero su
color estd enmascarado por la clorofila; las hojas de todas las especies contienen
generalmente los mismos carotenoides: 3-caroteno ~25-30%, luteina ~45%,
violaxantina ~15%, neoxantina ~15% y pequefias cantidades de otros carotenoides.

También estdn ampliamente distribuidos en los tejidos no-fotosintéticos de las
plantas, y son responsables de los colores amarillo, naranja y rojo de muchas flores y
frutos, como por ejemplo, el licopeno del tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), la
capsantina de la paprika (Capsicum annuum L.), los 5,6- 6 5,8-epoxicarotenoides de la
carambola, la crocetina en las flores de azafran (Crocus sativus), y el R-caroteno en los
frutos de las palmeras (Elaeis guinensis).

La presencia de carotenoides en otros 6rganos de la planta no es muy frecuente,
aunque hay casos muy notables de su presencia, como en la zanahoria (Daucus carota
L.) y el camote (Ipomea batatas (L) Lam.), en los cuales el R-caroteno es el carotenoide
mayoritario, las semillas del achiote (Bixa orellana L.) que contiene grandes cantidades
del apocarotenoide bixina, o de las semilla del maiz (Zea mays L.) con su contenido de
zeaxantina.

En los hongos, como la Cantharellus cinnabarinus se encuentra la cantaxantina; en
las algas verdes como el Botrycoccus braunii se ha identificado el licopodieno, un deri-
vado de licopeno altamente saturado.

En el reino animal la presencia de los carotenoides esta particularmente asocia-
do a los animales invertebrados aunque se ha encontrado en algunos pdjaros y peces.
En los péjaros, los carotenoides son responsables de los colores amarillo y rojo de las
plumas, y son también importantes para el color de la piel en los pollos y en la yema
de los huevos. Por ejemplo, los flamencos son alimentados con crusticeos que con-
tienen cantidades sustanciales de oxocarotenoides lo que se manifiesta en el intenso
color rosado-naranja caracteristico de las plumas; de igual manera la dieta de los
pollos incluye maiz y marigold, entre otros, que son fuentes naturales de zeaxantina
y luteina, respectivamente.
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Tabla 2.4. Valores espectroscépicos para el licopeno®

A g gl Vgl Vg e g g 7 e N

licopeno

uv-v

RMN-'H (220 MHz, CDCI,), 8ppm

H-2

H-3 / H-4
H-6

H-7

H-8

H-10
H-11
H-12
H-14
H-15

5,11
2,11
5,95
6,49
6,25
6,19
6,64
6,35
6,23
6,63

N
)»E:noa: ,  nm, 443,
RMN-'®C, dppm
C-1 131,64
C-2 124,12
C-3 26,83
C-4 40,30
C-5 139,30
C-6 125,94
C-7 124,87
C-8 135,54
C-9 136,15
C-10 131,64
C-11 125,21
C-12 137,46
C-13 136,54
C-14 132,71
C-15 130,17
C-16 25,66
C-17 17,70
C-18 16,97
C-19 12,90
C-20 12,81

472, 504
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Tabla 2.5. Valores espectroscépicos para la capsantina®

bencen

0
uv-v e NM, 486, 520
capsantina
RMN-'H* (400 MHz), sppm RMN-*C" (100,6 MHz), 5ppm
Me-16' 0,840 (3H, s) c-19 12,75
Me-16y Me-17 1,075 (6H, s) C-20 12,79
Me-17' 1,207 (3H, s) C-19' 12,84
Me-18' 1,367 (3H, s) C-20' 12,90
Me-18 1,736 (3H, s) C-18' 21,39
Me-19' 1,957 (3H, s) c-18 21,63
Me-19y Me-20 1,974 (6H, s) C17' 25,16
Me-20' 1,989 (3H, s) C-16' 25,95
H-4a 2,39 (1H, ddd, C-16 28,80
J=17,6 Hz ca 1,5) C-17 30,32
H-4'a 2,96 (1H, dd, J=15,5 C-4 42,69
y 9 Hz) c-1' 44,01
H-3a 4,00 (1H, m.a.) c-4' 45,49
H-3'a 4,52 (1H, m) c-2 48,61
H-7y H-8 6,13 (2H, s) c-2 51,06
H-10 6,16 (1H, d, J=11,6 Hz) C-5' 59,01
H-14 6,26 (1H, d, J=11,6 Hz) C-3 65,41
H-14' 6,35 (1H, d, J=11 Hz) c-3 70,44
. H-12 6,36 (1H, d, J=15 Hz) C-7 121,04
H-7' 6,45 (1H, d, J=15 Hz) C-11' 124,13
H-12' 6,52 (1H, d, J=15 Hz) C-11 125,58
H-10' 6,55 (1H, d, J=11 Hz) C-7 125,93
H-11, H-11', C-5 126,30
H-15,H-15' 6,6-6,8 (4H, m) C-15' 129,74
H-8' 7,33 (1H, d, J=15 Hz) C-10 131,27
C-15 131,68
C-14 132,39
c-9' 133,69
C-14' 135,24
C-13' 135,93
C-12 137,46
C-13 137,60
C-6 137,85
C-8 138,51
C-10' 140,63
C-12' 141,97
c-8' 146,86
c-6' 202,82

& No estan reportados valores de dos carbonos y de algunos protones.
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Tabla 2.6. Valores espectroscépicos para el 9'Z-6'-apo-licopen-6'-ato de metilo ®

[t3

L

H3COO0C

9'Z-6"-apo-licopen-6'-ato de metilo

RMN-'H (500 MHz, CDCI,), 8ppm

Me-20 1,98 (3H, s)
Me-20' 1,99 (3H, s)
Me-19y

Me-19' 1,96 (6H, s)
Me-18 1,82 (3H, s)
Me-17 1,61 (3H, s)
Me-16 1,69 (3H, s)
H-3 2,12 (2H, m)
H-4 2,22 (2H, m)
6'-COOCH, 3,76 (3H, s)
H-2 5,15 (1H, m)

EI-MS 70 eV, m/z 472 M+

H-7"
H-6
H-10
H-8
H-14
H-14'
H-12
H-10"
H-12"
H-7
H-15'
H-11
H-15
H-11"
H-8'

EL,0

UV-V A, 342, 360 (pico-
cis), 439h, 460, 493h

5,90 (1H, d, J=15,3 Hz)
5,96 (1H, d, J=10,9 Hz)
(

6,18 (1H, d, J=11 Hz)

6,25 (1H, d, J=14,9 Hz)

6,27 (1H, X parte de ABMX)
6,31 (1H, M parte de ABMX)
6,36 (1H, d, J=14,0 Hz)

6,36 (1H, d, J=11,3 Hz)

6,41 (1H, d, J=14,9 Hz)

6,50 (1H, dd, J=10,9 y 14,9 Hz)
6,62 (1H, B parte de ABMX)
6,66 (1H, dd, J=11,0 y 14,0 Hz)
6,69 (1H, A parte de ABMX)
6,83 (1H, dd, J=11,3 y 14,9 Hz)
7,97 (1H, d, J=15,3 Hz)
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En los peces estan presentes en el salmén y la trucha (astaxantina y cantaxantina).
En animales invertebrados marinos —camarones, cangrejos y langostas— la astaxantina
y otros carotenoides relacionados estdn presentes en grandes cantidades, a menudo
como complejos carotenoproteinas, los cuales son verdes, morado o azules en el
animal viviente, pero son desnaturalizados cuando el animal es cocido, revelandose
asi el color rojo del carotenoide. Por ejemplo el caparazén de la langosta (Homarus
gammarus), contiene la astaxantina-proteina de color azul, o-crustacianina, cuyo Xméx
es 630 nm en contraste a la absorciéon a 480 nm de la astaxantina.

En el Krill antartico (Euphausia superba), se ha determinado la presencia de los
carotenoides (3-4 mg/100 g) estando conformado principalmente por la astaxantina
(~15-25%), astaxantina mono-esterificada (~30-40%) y diesterificada (~40-50%); en
las génadas de los moluscos Patinopecten - yessoensis (2,3 mg/100 g génada) se encuen-
tra principalmente pectenolona (73%), pectenoxantina (13%), diatoxantina (9%),
astaxantina (1%)'"'2.
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Capitulo III

FLAVONOIDES

3.1. INTRODUCCION

Los flavonoides, uno de los grupos mas numerosos y ampliamente distribuidos
de constituyentes naturales, conocidos algunas veces como antoxantinas, aparecen
frecuentemente revisados bajo diferentes aspectos en la literatura cientifica, especial-
mente en los tltimos 30 afios; asi podemos citar las publicaciones de Geissman (1962)',
Mabry, Markham y Thomas (1970)?, Harborne, Mabry y Mabry (1975)}, Harborne
(1975)%, Swain (1976)°°, Wollenweber 1981)7, Harborne y Mabry (1982)%, Markham
(1982)°, Ingham (1983)'°, Cody, Middleton, Harborne (1985)'", Tahara e Ibrahim (1995)'2,
Donnelly y Boland (1995)*, Harborne y Williams (1995)'4, Barron e Ibrahim (1996)',
entre otras.

Como caracteristicas generales de estos compuestos debemos senalar su
solubilidad en agua y en etanol, su caricter fenélico y su intensa absorcién en la
regién ultravioleta y visible del espectro debido a la presencia de sistemas aromaticos
y conjugados. Una clasificacién preliminar del tipo de flavonoide en un extracto de
planta, puede hacerse basada inicialmente en un estudio de sus propiedades de
solubilidad y de comportamiento ante reacciones de color; ésto, seguido por un exa-
men cromatografico directamente del extracto y/o del extracto hidrolizado. La sepa-
racién puede hacerse por procedimientos cromatograficos, y la identificacién de los
componentes individuales por comparaciones cromatograficas y espectroscépicas con
compuestos estandar o con la literatura. Compuestos nuevos requieren examenes
quimicos y espectroscépicos mas detallados.

Los flavonoides se emplearon durante mucho tiempo como colorantes de lana, y
actualmente se usan en la conservacién de grasas o jugos de frutas debido a las
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propiedades antioxidantes de algunas polihidroxiflavonas. Entre otras aplicaciones,
mencionaremos la de los glucésidos de dihidrochalconas como edulcorantes, de la
rotenona como insecticida, etc.

La accién farmacoldgica es también extensa y variada, son bien conocidas sus
actividades contra la fragilidad capilar (bioflavonoides del género Citrus: rutina y deri-
vados), dilatadores de las coronarias (proantocianidinas de Crataegus, Arnica y Gingko),
espasmolitica (glicésidos de apigenina), antihepatotéxica (silimarina de Silybum),
colerética, estrogena y diurética. Destacaremos asimismo la actividad antimicrobiana
de flavonoides prenilados y otros fenoles y la acciéon fungitéxica de isoflavonas, como
las de algunas especies de Lupinus'®. Nuevas propiedades biolégicas y farmacolégicas
de los flavonoides reportan Cody V, y col'".

3.2. ESTRUCTURA

Se conocen como diez clases de flavonoides, todos contienen quince dtomos de
carbono en su nuicleo basico (Fig. 3.1) y estdn arreglados bajo un sistema C-C,-C, en
el cual dos anillos aromdticos llamados A y B estdn unidos por una unidad de tres
carbonos que pueden o no formar un tercer anillo, que en caso de existir es llamado
anillo C.

Fig. 3.1 Nucleo basico de un flavonoide

En la Figura 3.2 se puede observar ejemplos tipicos para cada clase; las
antocianinas pertenecen también a esta clase de compuestos pero son estudiadas
aparte. Cada una de las clases de flavonoides, suele encontrarse bajo la forma de
glicésidos con una o tres unidades de azticar, generalmente en los carbonos 3 y/o 7,
siendo los azicares mds comunes la glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa;
es frecuente que diferentes azicares se hallen unidos a una misma aglicona y en
diferentes posiciones lo que hace mayor el niimero de glicésidos conocidos.

Ejemplos adicionales de otros flavonoides se indican en la Figura 3.3. En las
referencias sefialadas previamente puede encontrarse informacién del gran ndmero
de flavonoides existentes.

Los flavonoides se encuentran generalmente en mezclas como agliconas y/o
glicésidos; en muchos casos, debido a la complejidad de la mezcla es més frecuente el
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Nicleo basico Algunos ejemplos

OH O
luteolina

flavanona R=H
flavanonanol R=0OH

OCH»

isoflavona R=H genisteina rotenona
isoflavonol R=0OH

Fig. 3.2 Clases de flavonoides: nticleo basico y ejemplos
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continda Fig. 3.2

chalcona buteina 3,4-dihidroxi-lonchocarpina
0 HO o OH
cH cH OHHO o
CH H
aurona hispidol sulferetina

antocianidina cianidina delfinidina

estudio de estos compuestos bajo la forma de agliconas para lo cual los extractos deben
hidrolizarse previamente. Se hallan presente en todas las partes de las plantas, algunas
clases se encuentran mas ampliamente distribuidas que otras, siendo mas comunes las
flavonasy flavonoles, y mas restringidas en su ocurrencia las isoflavonas!?, las chalconas
y las auronas'’. Al afio 1990 se conocen alrededor de 3000 flavonoides, entre ellos 450
flavonoles, 300 flavonas, 150 isoflavonas, 60 chalconas, 20 auronas, etc.'

3.3. BIOSINTESIS

Los flavonoides se forman biogenéticamente a través de la ruta del shikimato y
del acetato-malonato®'*? (Fig. 3.4), siendo la chalcona el flavonoide inicialmente for-
mado, y a partir de la cual se derivan las otras clases por posteriores modificaciones
que ocurren en varias etapas. Asi mismo, cada una de estas clases puede sufrir poste-

74



Colorantes Naturales

OH
CH30 ] 0 Q OH
OH
HO (6]
luteolina ramnetina
C.1. 75590 OH C.l. 75690 HO
OH
HO . (0] HO (0]
quercetina e
C.l. 75660
Gl veard ol C.I. Natural Yellow 8 OH

C.l. Natural Yellow 11
H

O-ramnosil

HO O
rutina quercitrina
C.l.75730 C.l.75720

O ¢.1.75140
C.l. Natural Red 26

brazilina hemateina
C.l. 75280

Fig. 3.3 Otros ejemplos de flavonoides y de compuestos relacionados (C.1. Color Index)
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ruta
acetato-malonato

chalcona

OH O
(+)-dihidroflavonol

(OI)

OH_
(+)-catequina

OH

(—)-epicatequina

Fig. 3.4 Formacién biogenética de flavonoides, ruta del shikimato y del acetato-malonato
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riores metilaciones, isoprenilaciones o glicosidaciones de los grupos hidroxilos,
metilenaciones de grupos o-hidroxilos, dimerizaciones, etc.

3.4. EXTRACCION Y PURIFICACION

Los solventes empleados en la extraccion de estos compuestos son muy varia-
dos y pueden ser desde muy polares como agua y etanol para glicésidos o agliconas
muy hidroxiladas, hasta menos polares como éter y cloroformo para flavonas alta-
mente metoxiladas. Es recomendable emplear una sucesién de dos o mds solventes,
usualmente en el orden de lipofilico a hidrofilico; ejemplo: éter de petréleo, benceno,
éter etilico, acetato de etilo, alcoholes y finalmente agua, aunque en este tiltimo caso
se presenta la desventaja de su alto punto de ebullicién y presion de vapor que dificul-
tan luego el ser removido rdpida y completamente del extracto; por otro lado, po-
drian ser extraidos otros compuestos de alto peso molecular que usualmente inter-
fieren en las subsiguientes etapas de purificacién del flavonoide.

La reacciéon mds usual para la deteccion de los flavonoides en un extracto de
planta es la reaccién de Shinoda: al extracto alcohélico incoloro o ligeramente amari-
llo se le coloca un pequefio trozo de magnesio y unas pocas gotas de HCl conc., el
desarrollo inmediato de coloracién es indicativo de la presencia de: flavonas y flavonoles
(amarillo a rojo), flavanonoles (rojo a magenta), flavanonas (rojo, magenta, violeta,
azul), isoflavonas (amarillo); isoflavononas, chalconas y auronas no dan coloracién'??'22,

Otras reacciones de color usuales son:

e Reaccién con dlcalis: los extractos acuosos pueden mostrar variaciones de color
con el agregado de un élcali, si hay presencia de flavonas, flavanonoles e isoflavonas
se ponen amarillas; flavanonas y flavonoles cambian de amarillo a naranja;
chalconas de naranja a rojizo.

*  Prueba de Marini Bettolo: con solucién de SbCl, en CCl,, los flavonoides en gene-
ral dan colores caracteristicos o formacién de precipitados; por ejemplo, las
flavonas dan precipitado amarillo o anaranjado, y las chalconas, rojo oscuro o
violeta.

*  Reaccién con H,SO, conc.: las flavonas y flavonoles dan coloraciones fuertemen-
te amarillas; las flavanonas, anaranjadas o guindas; las chalconas y auronas, rojo
guinda o rojo azulado.

*  Reactivo de Dimroth: solucién de H,BO, en Ac,0, las 5-hidroxiflavonas dan solu-
ciones anaranjadas o rojas.

*  Reaccién con solucién acuosa o etanélica de FeCl: aunque hay coloracién en
presencia de cualquier compuesto fenélico, la aparicion de un color verde sugie-
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re la presencia de un derivado de catecol y de un color azul de un derivado de
pirogalol.

En algunos casos puede realizarse pruebas directamente sobre el material; por
ejemplo, si los pétalos blancos de una flor en presencia de vapores de amoniaco se
ponen amarillos es indicativo de flavonas y/o flavonoles, si viran de amarillo a rojo hay
presencia de chalconas y auronas.

Las técnicas cromatogréficas usadas para la separacién de flavonoides o su de-
teccién en un extracto de planta son también muy variadas en cuanto a las técnicas
mismas, asi como las condiciones en las cuales ellas puedan realizarse; no se preten-
de en este punto abarcar todas ellas sino dar pautas generales, las que deben ser
ampliadas con literatura mas especializada.

La cromatografia de papel, CP, es la técnica mds antigua, y atin usada desde su
introduccién en 1948 por Bate Smith, utilizando sistemas de solventes como BAW (n-
buOH:HOAc:HZO, 4:1:5, fase superior), TBA (t-buOH:HOAc:HZO, 30:10:3), CAW (CHC13:
HOAc:H,0, 30:15:2), Forestal (HOAc:H,0:HCI, 30:10:3). Sucesivas CP en los sistemas
siguientes pueden ser usados para posteriores purificaciones de flavonoides previa-
mente aislados: BW (n-buOH: H,0, 1:1, fase superior), 5HA (5% HOAc acuoso), BEW (n-
buOH: EtOH:H,0, 4:1:2,2, fase superior). Los flavonoides pueden ser desorbidos de
una CCDP con MeOH si se trata de agliconas, y con MeOH:H,O (1:1) en caso de
glicésidos®.

Es recomendable para examinar la complejidad de la mezcla en un extracto cru-
do, correr una CP bidimensional, en la cual el primer sistema serfa uno de los nombra-
dos y el segundo el HOAc diluido (2-15%)%*'2.

Una generalidad puede asumirse para las agliconas flavonoides al utilizarse siste-
mas con solventes alcohdlicos y es que para una misma clase, el valor de Rf es mas
bajo cuanto mayor es el niimero de grupos hidroxilo, y son en la mayoria de los casos
mas altos que los correspondientes glicésidos.

La cromatografia de capa delgada, CCD, ha sido utilizada con adsorbentes como
celulosa, poliamida y silicagel en sistemas como los que se indican en la Tabla 3.1.

La deteccién de los flavonoides en ambas cromatografias, de papel y de capa
delgada, puede hacerse por el color que desarrollan en el Vis o en el UV, apareciendo
como manchas fluorescentes azules, rosadas, naranjas, ptrpuras y otras, las cuales
se intensifican o cambian de color luego de su exposicién a vapores de amoniaco
(Tabla 3.2).

Es también comtin el uso de otros agentes cromogénicos como la vainillina-HCl
(5% de vainillina en EtOH se mezcla con HCl conc. en la relacién 4:1, justamente antes
del uso), observandose coloraciones rojas o ptirpura-rojizas en presencia de catequina
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Tabla 3.1. Adsorbentes y sistemas de elucién para la cromatografia de capa delgada
de flavonoides

Sistemas Flavonoides Adsorbentes
TBA, BAW, 5-40% HOAc glicésidos celulosa
TBA, CAW, 50% HOAc 6 agliconas polares celulosa
10-30% HOAc agliconas no polares celulosa
BPA (bz: Py:HCO,H, 36:9:5) agliconas polares silicagel
CAA (CHCI:Me,CO:HCOH, 9:2:1) agliconas silicagel
CHCI:MeOH (15:1 a 3:1) agliconas no polares silicagel
bz:Py:NH, (80:20:1 gt)* agliconas silicagel
EtOAc:HCO,H:H,0:MeOH agliconas no polares silicagel
(10:2:2:1)*
EtOAc:Py:H,0:MeOH (16:4:2:1)% glicésidos silicagel
EtOH:Py:H,0:MeOH (80:12:10:5)* glicésidos silicagel
CHCI;:MeOH:H,O (65:45:12)% glicésidos silicagel
CHCI_:HOAc (100:4)% glicésidos silicagel
bz:HOAc (100:4) glicésidos silicagel
CHCI:HOAc:MeOH (90:5:5) agliconas poliamida
bz:MEK:MeOH (4:3:3)%° agliconas poliamida
bz:petréleo:MEK:MeOH agliconas poliamida
(60:26:7:7)%
MeOH:HOAc:H,O (18:1:1)%23% agliconas o glicésidos poliamida
H,0:n-buOH:Me,CO:HOAc glicésidos poliamida
(16:2:2:1)%

y pro-antocianidinas, las flavanonas y dihidroflavonoles lo hacen mds lentamente; el
complejo difenilboriloxietilamina (Naturstoffreagenz A), mediante aplicacién de una
solucién al 1% en MeOH revelan todos los 3',4-dihidroxiflavonas y flavonoles como
manchas naranjas (UV o Vis), mientras que los equivalentes 4'-hidroxi aparecen amari-
llas verdosas; mediante una solucién acuosa o etandlica al 1% de cloruro férrico revela
la presencia de los compuestos fenélicos, como ya lo indicamos antes®*,

La cromatografia de columna, CC, permanece como una técnica muy usual para
purificaciones preliminares y para separaciones a escala preparativa de grandes canti-
dades de flavonoides de extractos crudos de plantas. Los adsorbentes usuales son los
mismos que para la CCD y tltimamente se estd usando gel de Sephadex tipos G y LH-
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Tabla 3.2. Relacién entre el color de la mancha vy la estructura®

Color de la mancha a la luz UV

Posible tipo de flavonoide

Sin NH,

Con NH,

purpura

amarilla,
amarilla verdosa o
verde

sin cambio o con
pequenos cambios

celeste
roja o naranja

5-OH flavonas o flavonoles
(8-0 sustituidos) con 4'-OH
5-OH flavanonas

flavonas o flavanoles-3-0-

sustituidos, con 5-OH pero

sin 4'-OH libre

6- 6 8- OH flavona y 3-0-
flavonoles sustituidos, con 5-OH
isoflavonas, dihidroflavonoles y
flavanonas con -5-OH

chalcona con 2'- 6 6'-OH, pero sin
2- 6 4-OH libre

5-OH flavanona

chalcona con 2- y/o 4-OH

celeste fluorescente

fluorescente
amarilla-verdosa

sin cambio o con
pequenos cambios

flavonas y flavanonas sin 5 -OH
libre

flavonoles sin 5-OH libre y con
3-OH sustituido

isoflavonas carente de 5-OH libre

invisible

fluorescente celeste

isoflavonas carente de 5-OH libre

amarilla, amarilla-opaca
o naranja-fluorescente

sin cambio o
pequefo cambio

flavonoles con un 3-OH libre
y con o sin 5-OH libre

amarilla fluorescente

amarilla o naranja

aurona con un 4'-OH libre y algu-
nas chalconas 2- 6 4-OH

amarilla-verdosa,
azul-verdosa o verde

sin cambio o con
pequenos cambios

aurona carente de 4'-OH libre

y flavanona carente de 5-OH
libre

flavonoles con un 3-OH libre y
con o sin 5-OH libre
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20. En la Tabla 3.3 se da una relacién de sistemas de elucién utilizados para agliconas
o glicésidos con diferentes empaques.

Tabla 3.3. Adsorbentes y sistemas de elucién para la cromatografia en columna de

flavonoides
Sistemas Flavonoides Adsorbentes

CHCI,:MeOH:MEK:Me,CO agliconas poliamida
(40:20:5:1)%

bz:petréleo:MEK:MeOH agliconas poliamida
(60:26:3,5:3,5)*

MeOH:H,O (en diferentes glicésidos poliamida
proporciones)3.36

Me,CO:H,O (en diferentes glicésidos poliamida
proporciones)®”

CHCI;:MeOH (en diferentes agliconas silicagel
proporciones)®

CHCI,;:MeOH:H,0O (80:20:1,65:20: glicésidos silicagel
2,80:18:2)282°

EtOAc:Me,CO:H,0O (25:5:1)%® glicésidos silicagel

H,0% glicésidos Sephadex G-10

H,0-Me,CO (8:2, 6:4)® glicésidos Sephadex G-25

MeQH#* glicésidos Sephadex LH-20

MeOH:H,O (en diferentes glicésidos Sephadex LH-20
proporciones)°

CHCI,;:MeOH (9:1)%® glicésidos Sephadex LH-20

Me,CO:MeOH:H,0 (2:1:1)% glicésidos Sephadex LH-20

En el campo de los flavonoides el HPLC ha sido bastante utilizado por ser una
técnica precisa y sensible el cual produce resultados en minutos comparado a los
procedimientos clasicos que requieren dias o semanas, ademds de grandes cantida-
des de material. Su aplicacién ha sido para comprobar la pureza de un compuesto,
para su determinacién cuantitativa y para separaciones a pequeiia escala.

La mayor parte de las separaciones por HPLC se han realizado utilizando colum-
nas llamadas de fase reversa RP, ya que la fase estacionaria es menos polar que la fase
mévil, de esta forma los solutos mas polares poseen tiempos de retencién mas cortos

81



Olga Lock Sing de Ugaz

que los solutos menos polares; asi, en la separaciéon de mezclas complejas de
flavonoides, los glicésidos eluirdn primero, seguido por las agliconas generalmente
en orden de polaridad decreciente. Los sistemas mds usados son mezclas de CH,CN:H,0
6 MeOH:H,0 conteniendo pequefias cantidades de HOAc. Algunas columnas RP usua-
les son Lichrosorb RP-18 6 RP-8, u-Bondapak C,,, Zorbax C,.

La primera aplicacion del HPLC al analisis de flavonoides fue publicada por Ward
y Pelter en 1974%". Posteriormente Wulf'y Nagel*? estudiaron los efectos de la estruc-
tura y de los solventes en los tiempos de retencién en una docena de flavonoides.
Otras interesantes publicaciones son las de Kingston** sobre la aplicacion de HPLC a
flavonoides y otros metabolitos secundarios; Casteele y Van Sumere* en la determi-
nacion de tiempos de retencion de 141 flavonoides desde agliconas hasta triglicésidos;
Daigle y Conkerton*“¢ que trata de la aplicacién a 34 flavonoides y hace una revision
de los andlisis realizados al afio 1983 con mas de cien citas bibliograficas, y Rouseff'y
Ting*” sobre la cuantificacién de flavonas metoxiladas en jugo de naranja. Aplicacio-
nes de HPLC han sido hechas también para el andlisis de flavonoides en frutos citri-
cos, hojas de tabaco, manzanilla, soya, tomates y otros.

Un rango amplio de combinaciones empaque/solvente han sido reportados en la
literatura de flavonoides, y una revisiéon de éstos han sido publicadas por Kingston®,
y por Daigle y Conkerton; Fondi y col. han estudiado el comportamiento por HPLC
de 16 flavonoides en diferentes sistemas de solvente*, asi como el comportamiento
comparativo de 18 flavonoides por HPLC y HPTLC (CCD de alta performance), ambos
en fase reversa®.

Para la separacién de agliconas no polares o débilmente polares se usa comtin-
mente columna de silicagel (fase normal: Lichrosorb Si60, u-Porosil-, etc.) y sistemas
de elucién como heptano:isopropanol (60:40) y tolueno:EtOAc en diferentes propor-
ciones; los glicésidos han sido separados por elucién con bz:CH,CN (85:40).

Todas las técnicas cromatograficas que hemos mencionado emplean una fase
estacionaria sélida y una fase mévil liquida, ocurriendo a menudo adsorciones irre-
versibles o descomposiciones del soluto en la interfase liquido-sélido. Para evitar
estas complicaciones del uso de soporte sélido, se han desarrollado varios soportes
liquidos, que actdan por un mecanismo de particién dando lugar a las técnicas de
cromatografia contracorriente CCC, como por ejemplo la DCCC (a la gota), RLCC (ro-
tacion locular), CCCC (centrifuga) entre ellas la HSCCC (alta velocidad). Estas técnicas
han sido ampliamente utilizadas para todo tipo de compuestos, polares y no polares,
la diferencia en su aplicacion esta en la eleccion de sistema de solventes®. En el caso
de los flavonoides se han empleado sistemas como: CHCl,: MeOH:H,0 (7:13:8),
CHCl,:MeOH:H,0:n-PrOH (9:12:8:1), CHCI,:MeOH: H,0:n-buOH (10:10:6:1), n-
buOH:AcOH:H,O (4:1:5), entre otros.
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3.5 IDENTIFICACION

Como ya se sefial6, los flavonoides pueden detectarse en una CCD por el color
que desarrollan en el Vis o en el UV; Geissman' y Markham® reportan la relacién que
existe entre los colores y la posible estructura del flavonoide, algunas de las cuales se
indican en la Tabla 3.2.

Por otro lado, el espectro de absorcién en el UV-V del compuesto aislado es util
tambien para determinar el tipo de flavonoide, asi como su modelo de oxigenacién.
Esto tltimo puede ademds ser mejor definido por el uso de reactivos de desplaza-
miento los cuales, como su nombre lo indica, provocan el desplazamiento de las
bandas de absorcién.

Los espectros de los flavonoides son determinados usualmente en solucién
metandlica. El espectro tipicamente consiste de dos maximos de absorcién en los
rangos 240-285 nm (Banda I, BIl) y 300-550 nm (Banda I, Bl). Podria indicarse como
caracteristica que en dihidroflavonas, dihidroflavonoles e isoflavonas la banda I es de
baja intensidad (mds baja que la banda lI). En la Tabla 3.4 se dan los rangos de los
valores de absorcion para las Bl y Bll de los diferentes tipos de flavonoides®.

La variacién de estos rangos depende del modelo de hidroxilacién y del grado de
sustitucion de los hidroxilos:

Tabla 3.4. Valor de absorcién para las Bandas Bl y BIll de los diferentes tipos de
flavonoides®

Banda Il, nm Banda I, nm Tipo de flavonoide
250-280 310-350 flavonas
250-280 330-360 flavonoles (3-OH sustituido)
250-280 350-385 flavonoles (3-OH libre)
245-275 310-330h isoflavonas (5-deoxi-6,7-dioxi)
275-295 300-330h isoflavonas, dihidroflavonoles
230-270 (baja 340-390 chalconas
intensidad)
230-270 (baja 380-430 auronas
intensidad)
270-280 465-560 antocianidinas, antocianinas

83



Olga Lock Sing de Ugaz

¢ los cambios en la sustitucion del anillo A tienden a ser reflejados en la banda Il
de absorcion, mientras que alteraciones en las sustituciones de los anillos By C
tienden a ser mas aparentes en la banda I;

¢ la oxigenacién adicional (especialmente hidroxilacién), causa generalmente un
desplazamiento batocrémico de la banda correspondiente;

° la metilacién o glicosilacion, especialmente de 3, 5, 7 y 4-OH, causa desplaza-
miento hipsocrémico de las bandas, no siendo dependientes de la naturaleza del
aztcar en el caso de los glic6sidos;

e la acetilacion tiende a anular el efecto del grupo hidroxilo fenélico en el espec-
tro; i

e en flavonas y flavonoles, la presencia de o-hidroxilo en 3'y 4'-generalmente se
evidencia por un segundo pico (algunas veces un hombro) en la banda II.

La influencia de la sustitucién por grupos hidroxilos en los anillos Ay B se obser-
va en los valores de A_, en nm, de la banda Iy banda II de los siguientes ejemplos: 3-
hidroxiflavona (344, 239); 3,5,7-trihidroxiflavona (360, 267,5); 3,3',4-trihidroxiflavona
(368, 250) y 3,5,7,4-tetrahidroxiflavona (367,5, 266).

El uso de los reactivos de desplazamiento, proporciona informacién adicional,
util en la determinacién de la estructura de un flavonoide, asi:

e el acetato de sodio, causa significativa ionizacién tinicamente del grupo hidroxilo
mas acido del flavonoide y es usado basicamente para detectar la presencia de
un grupo 7-hidroxilo libre;

e el metéxido de sodio, causa ionizacién de todos los grupos hidroxilos, la degra-
dacién del espectro con el tiempo es un buen indicador de la presencia de gru-
pos sensibles a alcalis;

e el cloruro de aluminio, forma complejos con grupos o-hidroxilo y con grupos
hidroxil-cetona vecinos; en el primer caso el complejo formado es labil ante la
presencia de dcido de tal modo que éste desaparece con el agregado de HCI, no
asi en el segundo caso en que el complejo formado es estable; y

e el 4cido bérico-acetato de sodio, forma también complejos con los grupos o-
dihidroxilo y es usado para detectar su presencia.

Un gran namero de espectros ultravioleta de flavonoides han sido publicados
por Mabry?, Harborne*, Jurd®, flavonas y flavonoles por Jay®, para auronas por Geissman
y Harborne®, para chalconas por Jurd® e isoflavonas por Horowitz>.

Muy poca es la aplicacién de la técnica IR en el andlisis de flavonoides debido a
que los espectros UV son mas informativos y requieren mucho menos material, sin
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embargo, algunas absorciones caracteristicas pueden ser utiles como la absorcién
Cc=0 entre 1680 cm™ y 1640 cm™, aromaticos entre 1600 cm™y 1500 cmy la de -OH
quelatado (o-hidroxicetona) a 3500-3200 cm''.

Las primeras mediciones de RMN-'H en flavonoides fueron limitadas a aquellos
menos polares, solubles en CDCL,, luego utilizando CCl, previa reaccién para formar el
derivado éter trimetilsililado y dltimamente las agliconas y los glicésidos son corridos
en DMSO-d,. Espectros en los primeros solventes han sido publicados por Mabry?2.

Los espectros corridos como éteres trimetilsililados en CCI, tienen la ventaja
sobre los tomados en DMSO-d,, en que el solvente tiene menor punto de ebullicién y
puede ser removido facilmente, evitando asimismo la intensa sefial entre 2,0 y 4,0
ppm producido por el DMSO no deuterado o parcialmente deuterado, asi como la
sefial del H,0 que fécilmente absorben. Los éteres formados pueden ademds ser facil-
mente hidrolizados con metanol-agua.

En la Tabla 3.5 se sefala los desplazamientos quimicos aproximados de varios
tipos de H en agliconas y glicésidos flavonoides.

Tabla 3.5. Desplazamientos quimicos aproximados de varios tipos de protones?

Desplazamiento, dppm Tipo de protén
ca. 1,0 C-CH, de ramnosa (duplete ancho),
ca. 1,7 metilos de sustituyentes prenilos

(-CH,-CH=(CH,),) (los otros
protones a 3,5 y 5,2 ppm)

ca. 2,0 acetato (-OCOCH,) y aromatico
=C-CH,

2,0-3,0 H-3 de flavanonas (multiplete, 2
protones)

3,7-4,1 metoxilos

3,5-4,0 C-H de muchos azlcares

4,2-6,0 H-1 de azlcares (también H-2 de

dihidroflavonoles a 5,0 ppm y H-2 de
flavanonas a 5,0-5,5 ppm)

6,0 metilendioxi, O-Cﬂz-o (singulete)
6,0-8,0 protones de anillo Ay B

7,5-8,0 H-2 de isoflavonas (singulete)
9,5-12,5 OH (en derivados no sililados)
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Es también usual utilizar reactivos de desplazamiento para la elucidacién estruc-
tural de flavonoides; Joseph-Nathan y colaboradores utilizaron Pr(fod), para el caso de
flavonas y flavonas metoxiladas®**’ (fod=6,6,7,7,8,8,8-heptafluoruro-2,2-dimetil-3,5-
octadionato).

En los tltimos afios, los espectros de RMN-"C de flavonoides han sido muy usa-
dos y de gran ayuda en las determinaciones estructurales®%®%>, la informacién obteni-
da con esta técnica es complementaria a las obtenidas con el RMN-'H.

En la Tabla 3.6 se presentan los rangos de desplazamientos quimicos para varios
tipos de carbonos en los flavonoides®. Algunos ejemplos se ilustran en la Figura 3.5.

Tabla 3.6. Desplazamientos quimicos aproximados de varios tipos de carbono®

Tipo de carbono Desplazamiento, § ppm
carbonilo (4-ceto, acilo) 210-170
aromaticos y olefinas
(a) oxigenados 165-155 (no o/p oxigenacién)
150-130 (con o/p oxigenacién)
(b) no oxigenados 135-125 (no o/p oxigenacion)
125-90 (con o/p oxigenacion)
aliféticos
(a) oxigenados (azucares) 83-69 (C-1 de O-glicésidos)
(b) no oxigenados
(C-2, C-3 de flavanona) 80-40
metilendioxi ca. 100
OCH, 55-63
C-CH, 17-20
isopropenilos-CH,CH=C(CH,), 21(CH,), 122(CH), 131(C), 18(CH,)

En la espectrometria de masas, debemos recordar los pesos moleculares de los
diferentes nicleos basicos, como son: 222 para flavonas, isoflavonas y auronas; 224
para flavanonas y chalconas; 238 para flavonoles; 240 para dihidroflavonoles; el incre-
mento de 16 unidades de masa por cada grupo hidroxilo, y de 30 por cada metoxilo>?,
entre otros.

Asimismo que algunos fragmentos caracteristicos son: M* del pico molecular;
M*-1 originado por pérdida de un hidrégeno; M*-15 por pérdida de metilo del grupo
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124.2

sulferetina
2,2’-dihidroxichalcona

Fig. 3.5 Valores de RMN-3C para algunos flavonoides

117.9

87



Olga Lock Sing de Ugaz

OH O B 150 (24)
%
M+ 302 (100) AlH 153 (44)
= /é( CH
ocH; cn;o: : OCH3
CH30
OH O B 164
182
M+ 346 (100) A

OH

[M - CO - CH3]* 303 (44)

[M* - CH3] 331 (72)

Fig. 3.6 Algunos fragmentaciones caracteristicas de los flavonoides

metoxilo, la intensidad de la sefial es también indicativa de la posicién del grupo
metoxilo, siendo mds intensa si éstos estan en C-6 6 C-8 que en otros atomos; M*-31
por pérdida de grupos metoxilo; M*-18 por pérdida de agua; M*-28 6 M*-29 por
pérdida de grupo CO o CHO del C-4 para formar un anillo de cinco miembros; M*-43
por pérdida de grupo -COCH,, M*-56 por pérdida de isopentilo, etc.

Es también usual la fision de M* en dos fragmentos conteniendo anillos A y B,
como se observa en la Figura 3.6.

La determinacién del peso molecular y formacién del derivado perdeuterio-
metoxilado (PDM) es también importante para conocer los grupos presentes, por
ejemplo: un flavonoide cuyo M* es 360 esta de acuerdo con un flavonoide contenien-
do tres grupos hidroxilos y tres grupos metoxilo; su derivado PDM debe exhibir un
M* a 411 en concordancia con tres grupos -OCH, y tres grupos -OCD,*.

En la Figura 3.7 se encuentra los espectros IR y UV de la morina.

83




Colorantes Naturales

(a)
80.00 <
%T
(a)
0.00 T T i
4000 3000 2000 1000 cm’”
(b)
1.0000
0.8000 _|
0.6000 _]
A
0.4000 _l
2 _
0.2000 o)
0.0000
] I ] I
200.0 300.0 400.0 500.0 600.0
nm

Fig. 3.7 Espectros infrarrojo (a) y ultravioleta (b) de la morina
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Capitulo IV

ANTOCIANINAS

4.1 INTRODUCCION

El término antocianina fue utilizado por Marquat en 1835 para designar a los
pigmentos azules de las flores. Mds tarde se descubrié que no sélo el color azul, sino
que también el pudrpura, violeta, magenta, y que todos los tonos de rojo, rosado,
escarlata, que aparecen en muchas flores, frutos y algunas hojas y raices de plantas,
se deben a pigmentos quimicamente similares a las antocianinas de Marquat’.

En 1913, Willstdtter y Everest propusieron que el término antocianina se aplica-
ra para el glicésido y el de antocianidina para la aglicona. Ellos también reconocieron
la naturaleza oxonio de estos compuestos por lo que utilizaron un medio 4cido para
su extraccién, venciendo asi las dificultades de su extraccién en solventes neutros?.

Las antocianinas estan basadas quimicamente en una tnica estructura aromati-
ca, aquella de la cianidina, y todas se consideran derivadas de ella por adicién o
sustraccién de grupos hidroxilo, por metilacién o por glicosidacién. Ellas son intensa-
mente coloreadas y solubles en agua. Se consideran que tienen como funcién en la
planta el ser atractores de insectos y pdjaros para los procesos de polinizacion y
diseminacion de las semillas.

Las antocianinas como pigmentos naturales inocuos tienen considerable poten-
cial en la industria alimentaria; pero a diferencia de los pigmentos rojos sintéticos
que se utilizan actualmente, las antocianinas no son estables especialmente en solu-
ciones neutras y alcalinas, ocurriendo facilmente cambios durante el procesamiento
del material crudo y el almacenaje, los que se manifiestan en pérdida de color, oscure-
cimiento del producto y formacién de precipitados en los extractos. Son también
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sensibles a las variaciones de pH, a pH 3 el pigmento esta presente como sales de
flavilio de color rojo, a pH 8 es de color violeta y a pH 11 de color azul (Fig. 4.1).
Debido a estos cambios de color fueron llamados “camaleones vegetales” por Tswett.
Ultimos estudios reportan que el color de las antocianinas se hace resistente a las
variaciones de pH cuando se encuentran como productos de condensacién con
catequinas en presencia de aldehidos, siendo en estos casos de mayor valor como
agente de coloracién de alimentos®.

H

OH

OH
cianidina
solucion color rojo oscuro, pH 3

HCI
o HCI \‘ H

OH

OH OH
OH OH

OH

OH

color violaceo, pH 8 color azul fuerte, pH 11

Fig. 4.1 La antocianina y sus cambios de coloracion

Las antocianinas juegan un rol importante en la produccion de vinos, siendo la
fuente comercial mas antigua de antocianina la “enocianina”, extracto coloreado fre-
cuentemente extraido de las uvas y comercializado en Italia desde 1879; originalmen-
te fue utilizada para intensificar el color de los vinos, pero en los dltimos afios ha
encontrado aplicaciones como colorante de alimentos*®. Asimismo se estd haciendo
importante la extraccion de antocianinas de otras fuentes naturales como el maiz
morado, la col y el camote morado y los rabanitos.
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Aunque la literatura reporta a la fecha mas de 250 antocianinas, se hace necesa-
ria una mayor investigacioén para darles un mejor uso y sean mds competitivas como
alternativas viables a los colorantes sintéticos hoy en uso.

4.2 ESTRUCTURA Y ESTABILIDAD

Las antocianinas estan consideradas dentro del grupo de los flavonoides, ya que
poseen el esqueleto caracteristico C-C,-C, y el mismo origen biosintético, pero difie-
ren en que absorben fuertemente en la regién visible del espectro.

Hay seis antocianidinas (agliconas de las antocianinas) comunes®, siendo la
cianidina la mas comtn y responsable del color magenta, los colores rojo-naranja se
deben a la pelargonidina (con un grupo hidroxilo menos que la cianidina), mientras
que los colores violeta y azul a la delfinidina (con un grupo hidroxilo més). También
son muy comunes tres metil-éteres: peonidina, derivada de la cianidina, y petunidina
y malvidina, basadas en la delfinidina. Cada una de las 6 antocianidinas ocurre con
unidades de aztcar, la variacién estd en el tipo del azticar, del nimero y de la posicién
en los que estan unidos. Entre los monosacéaridos comunes podemos mencionar a la
glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa, y como disacaridos a la rutinosa,
sambubiosa, soforosa, gentiobiosa y latirosa (Fig. 4.2)"57.

Basadas en su glicosidacién, pueden clasificarse como 3-monoglicésidos, 3-
biésidos, 3,5-diglicésidos y 3,7-diglicésidos, siendo estos ultimos menos comunes.
Si hubiera tres unidades de aztcar, las tres pueden estar en posicion 3, o dos en
posicion 3 y una en 5. Unicamente un pigmento ha sido reportado con mas de tres
unidades de azlcar.

Las antocianinas aciladas estan siendo descritas con mayor frecuencia en los
Gltimos afios, con sustituyentes alifaticos, aromadticos y azlcares; siendo los principa-
les grupos acilantes los acidos fenélicos como p-coumarico, cafeico, fertlico o sinapico
y algunas veces los acidos acético, malénico y p-hidroxibenzoico; ellos se encuentran
preferentemente en el azticar del C-3 (Fig. 4.3)%8.

aisladas por primera vez®:

la pelargonidina por Willstdtter y Bolton de Pelargonium zonale, en 1914,
la cianidina por Wllstétter y Everest de Centaura cyames, en 1913,

la peonidina por Willstdtter y Nolan de Paeonia sp., en 1915,

la delfinidina por Willstétter y Meig de Delphinium consolida, en 1915,

la petunidina por Willstdtter y Burdick de Petunia sp., en 1917,

la malvidina por Willstdtter y Zollinger de Malva sylvestris en 1917.
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OH
A
HO O
# >oH
OH
H cianidina (Cy), R=H
pelargonidina (Pg) peonidina (Pn), R=0OH
OR
OH
+
HO O OR'
OR
OH cianidina-3-glucésido, R=H
H cianidina-3,5-diglucésido, R=gluc
delfinidina (Dp), R=R’= OH
petunidina (Pt), R=Me, R’=H OH
malvidina (Mv), R=R’=Me OMe
"
HO 0
A
(0]
H
(6]
hirsutidina, R=Me, R’=H HO
capensinidina}R:H, R’=Me OMe 0
OH
HOHO

cianidin 3-latirésido (Cy 3-lat)
cianidin 3-O-(2-O-(B-D-xilopiranosil)-B-D-

galactopirandsido)

O
H
2 >0S03H OH
H
H 5 OH
malvidin 3-O-B-D-glucésido-5-0-(2"-sulfato-

B-D-glucdsido)
Fig. 4.2 Antocianidinas, antocianinas y bidsidos

98



Colorantes Naturales

sontinua Fig. 4.2 (bidsidos)

CH,OH
Oon
OH
i CH HO
/ OoH
OH
OH
HO o HO . 0)
H OH
HO
rutinosa H
sambubiosa
CH,OH
- Oon
CH;0H 3 OH
00/ OoH HO
OH OH
HO HO CH,OH
H H 0)
. OH
gentiobiosa HO
H
soforosa
CH,OH
OoH
HO
HO
0)
OH
HO
H
latirosa

Factores que influyen en el color y la estabilidad de las antocianinas 3>%

Como se ha mencionado, las antocianinas sufren de una “inestabilidad inheren-
te”, por lo que debe tenerse muchas precauciones durante su manipuleo o su proce-
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pelargonidin 3-0-(6-O-transcafeil)-2-O-(B-D-glucopiranosil)-B-D-glucopiranésido)- 5-O-(B-D-
glucopiranésido)

OH

peonidin 3-O-(6-O-transcafeil)-2-O-(6-O-transcafeil-glucopiranosil)- 3-D-glucopiranosil)- 5-O- (8-
D-glucopiranésido)

Fig. 4.3 Antocianinas aciladas
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contintia Fig. 4.3

CO,H—CH;—C—0
HO OH

cianidin 3-O-[2-O-(B-D-xilopiranosil)-6-O-(malonil)-B-D-glucopirandsido

HO
O

OH

delfinidin 3-O-[6-O-(malonil)-B-D-glucopiranésido]-7-O-[6-0O- (4-O- (6-O-(p-hidroxibenzoil)-B-D-
glucopiranosil)-p-hidroxibenzoil)-B-D-glucopirandsido)
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continda Fig. 4.3

delfinidin 3-O-(6-O-trans-4-0O- (6-0- (trans-3-0O-(B-D-glucopiranosil)-cafeil)-B-D-glucopiranosil)-
cafeil-)-B-D-glucopiranésido)-5-0- (6-O-malonil)-B-D-glucopiranésido

samiento. Un conocimiento de los factores involucrados en su “inestabilidad” asi
como de los mecanismos de degradacién es sumamente vital para una eficiente ex-
traccion y purificacion de las antocianinas y su uso como colorante de alimento. Los
factores que influyen en la estabilidad de las antocianinas son pH, temperatura, pre-
sencia de oxigeno, asi como la interaccién con otros componentes en los alimentos
como el acido ascorbico, iones metdlicos, azlicares y copigmentos.

Los estudios han demostrado que:

e las antocianidinas son menos estables que las antocianinas, y menos solubles en
agua, por lo que se asume que la glicosidacién confiere estabilidad y solubilidad
al pigmento;

e a mayor grado de hidroxilacién, decrece generalmente la estabilidad de la
antocianina, mientras que un incremento en el grado de metoxilacién o del gra-
do de glicosilacién, tiene el efecto opuesto, por ejemplo, los diglicésidos se
encontraron que eran mas estables que los monoglicésidos a la decoloracién
durante el almacenamiento, al tratamiento al calor y la exposicién a la luz;
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o lanaturaleza del resto aztcar influye en la estabilidad, por ejemplo, la antocianina
conteniendo galactosa es mds estable que aquella con arabinosa;

e la presencia de por lo menos dos grupos acilo estabiliza a la antocianina proba-
blemente por la presencia de sistema aromatico en el grupo acilo, encontréando-
se que hay diferencia también por el tipo de grupo presente, siendo mas estable
si la acilacién es con 4cido caféico que con acido p-coumarico;

e en presencia de oxigeno la maxima estabilidad térmica de las antocianidina-3-
glicosidadas es a pH 1,8 a 2,0, mientras que para las antocianidina-3,5-
diglicosidadas lo es a pH 4,0-5,0;

e las antocianinas son generalmente inestables cuando se exponen alaluz UVoa
laluz visible, siendo algunas mds afectadas que otras, por ejemplo, las antocianinas
que tienen el OH en C-5 sustituido son mds susceptibles a la descomposicién
que aquellas no sustituidas en esa posicion;

e la presencia de acido ascérbico produce decoloracién de la antocianina, proba-
blemente por la indirecta oxidacién por el peréxido de hidrégeno que se forma
durante la oxidacién aerdbica del 4cido ascérbico;

e las concentraciones altas de aztcar (>20%) o de jarabe para preservar las frutas o
jugo de frutas, tiende a ejercer un efecto protector sobre la antocianina;

e la co-pigmentacion intermolecular de las antocianinas, esto es, la formacion de
complejos con proteinas, taninos, y otros flavonoides como quercetina y rutina,
aumentan la estabilidad y el color de las antocianinas.

4.3 BIONSINTESIS

En el esquema general biosintético de los flavonoides (Fig. 3.4) se observa la
formacion de la antocianidina a partir de su intermedio biosintético dihidroflavonol.

4.4 EXTRACCION Y AISLAMIENTO

El método usual de extraccién es por maceracién de la muestra con una solucién
de HCl 1% en metanol (en etanol en caso de utilizarlos para alimentos), dejandolo
toda la noche en la refrigeradora (tener cuidado de dejar el recipiente cubierto en la
refrigeradora, especialmente cuando se trata de la solucién metandlica). La solucién
de antocianina asi obtenida se concentra al vacio a una temperatura menor de 30°Cy
luego se cromatografia sobre papel Whatman N° 3. Puede utilizarse una serie de
sistemas: BAW (n-butanol:acido acético glacial:agua, 4:1:5, fase superior); Bu:HCl (n-
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butanol:HCl 2N, 1:1, fase superior); formico (acido férmico:HCI conc:agua, 5:5:3), fo-
restal (HOAc glacial:HCI conc:agua, 30:3:10), entre otros. Si la muestra contiene apre-
ciable cantidad de azticares puede emplearse 1% HCl en agua, lo que produce mejores
resultados que con BAW'202!,

En general, los sistemas de solventes pueden clasificarse en dos grupos principa-
les, los acuosos vy los oleosos (o aceitosos), requiriendo menor tiempo de desarrollo
los primeros. Es conveniente alternar ambos sistemas, acuosos y oleosos, para lograr
una mejor separacion; se pueden aplicar las siguientes secuencias®':

BAW — 1% HCI en agua — BAW, ¢
1% HClI — BAW — 1% HCI

Las bandas de antocianinas luego de secadas se eliien del papel con metanol:
dc.acético:agua, (MAW). Generalmente son suficientes tres separaciones cromato-
graficas para obtener una antocianina lo suficientemente pura para el andlisis de la
aglicona y del aziicar.

Son también dtiles las separaciones por cromatografia de columna utilizando
resinas de intercambio catiénico, como Amberlita CG-50, asi como poliamida o
polivinilpirrolidona (PVP).

Muy buenos resultados ha dado el HPLC en fase reversa, utilizando columnas de
u-Bondapak (C ), y solventes como 0,1% H,PO, en HOAc:H,0 (10:90), y
H,0:HOAc:MeOH, 65:15:20 6 71:10:19%,

Ademds de la metodologia usual de extraccién descrita, es conveniente conside-
rar lo siguiente®:

e la extraccion puede realizarse también en frio con solventes no acidificados,
como metanol 60%, n-butanol, etilenglicol, propilenglicol, acetona, mezcla de
acetona/metanol/agua, o simplemente con agua a ebullicién; en todos estos ca-
sos se espera que las antocianinas sean extraidas en el estado mas natural posi-
ble, ya que un medio 4cido, como HCI, podria alterar su estado original, ademas
que puede producirse pérdida de grupos acido labiles y de azticares;

°  como medio acido puede utilizarse ademds de HCI, 4cidos organicos débiles
como el 4cido férmico y acido tartarico;

¢ el uso de etanol conteniendo 200 a 2000 ppm de SO, incrementa el rendimiento
de extraccion, resultando un extracto que posee hasta dos veces el poder tintoreo
en comparacién al uso de etanol solamente.

En los ultimos aifios la extraccion de las antocianinas aciladas se ha realizado con
1% HCl: MeOH, o MAW (MeOH:HOAc:H,0, 9:1:10), a temperatura ambiente, por 5
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horas. El extracto se concentra y el concentrado rojo-ptirpura (o pdrpura rojizo) se
purifica por cromatografia de columna con gel Diaién HP-20, y gel de Sephadex LH-20
y posteriormente por cromatografia de papel, de capa delgada y HPLC. Los sistemas
de solventes usados en las cromatografias de papel y capa delgada son: BAW (n-
BuOH:HOAc:H,0, 4:1:5 6, 4:1:2), BuH (n-BuOH:HCI 2M, 1:1), AHW (HOAc:HCI:H,0,
15:3:82), 1% HCl (HCL:H,0, 3:97). Para la separacién por HPLC se usa columnas de fase
reversa C18, y eluidas con una gradiente lineal por 40 minutos de 40-85% de solvente
B (1,5% H,PO,, 20% HOAc, 25% MeCN en H,0) en solvente A (1,5% H,PO, en HZO). La
deteccion de las antocianinas se efectiia a 530 nm. Las fracciones se evaporan al
vacfo, a sequedad, luego se disuelven en un pequefio volumen de metanol contenien-
do 0,1% de HCl, y se precipitan los pigmentos por adicion de exceso de éter etilico®'®.

4.5 IDENTIFICACION '3&1521

Las antocianinas son identificadas por sus valores de Rf y sus propiedades de
absorcion en la region visible. Las antocianinas simples en solucién acida (0,1% HCl en
MeOH), tienen dos maximos de absorcion principales, uno en la regién visible entre
465y 550 nm y otro mas pequeifio en el UV, alrededor de los 275 nm. Es también (til
determinar la relacion de absorcién a 440 nm a la absorcién al A _, (entre 500-540
nm), ésta es usualmente alrededor de 24 para derivados de cianidina sustituida en
posicién 3y de 13 si estdn en posicién 5; para la delfinidina, las relaciones correspon-
dientes son de 18 y 11.

Las antocianinas aciladas exhiben una absorcién débil adicional entre 310 y 335
nm, rango en el que puede determinarse el tipo de acilacién aromatica involucrada.

La adicién de solucién alcohdlica al 5% de tricloruro de aluminio produce un
desplazamiento batocrémico del méaximo en el visible de 15 a 35 nm, cuando hay
presencia de grupos o-dihidroxilo libre.

La glucosilacion de antocianidina en la posicién C-3 generalmente resulta en un
desplazamiento batocrémico del A _, , mientras que la sustitucién en C-5 produce un
hombro en la curva de absorcién a 440 nm.

Para determinar la antocianidina y el aztcar de una antocianina es necesario
hidrolizarla; para ello, en un tubo de ensayo se coloca 1 mg del pigmento, se disuelve
en 2 mL de MeOH, se agrega 2 mL de HCI 2N y se coloca el tubo en un bafio de
ebullicién por 30 minutos. Después de enfriar, la aglicona se extrae por adicion de 1
mL de alcohol amilico, se retira la capa superior del alcohol amilico, se lleva a seque-
dad, se redisuelve en MeOH y se corre una CCD en papel Whatman N°1, comparando
con estiandares de agliconas de referencia, pelargonidina, cianidina, peonidina,
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malvidina, petunidina y delfinidina y usando sistemas de desarrollo como Férmico y
Forestal por 4-8 horas.

La solucién acuosa remanente después de retirar el alcohol amilico contiene los
aztcares. El HCl remanente en esta solucién acuosa interfiere en la determinacién del
aztcar por lo que hay que removerlo, para ello se hace sucesivos lavados con solucién
al 10% de di-n-octilmetilamina en CHClS, (las trazas de amina tambien deben ser elimi-
nadas con lavados sucesivos de CHCIJ), la solucién de azicar se seca, se le agrega dos
gotas de agua para disolver nuevamente el azlicar y se cromatografia en papel Whatman
N°1 utilizando patrones de glucosa, galactosa, arabinosa, xilosa y ramnosa, en n-
butanol:benceno:piridina:agua 5:1:3:3 y fenol. El revelado puede hacerse con ftalato
acido de anilina, después de aspersar se debe secar y calentar a 105°C por 2-3 minu-
tos. Los aziicares muestran manchas rojizas o marrones bajo la luz visible o UV. Usual-
mente se debe ver de 1 a 3 azticares en relacién de 1, 1:1, 1:2 6 1:1:1.

Algunos valores caracteristicos para antocianidinas y antocianinas se dan en las
Tablas 4.1y 4.2, valores mds completos se reportan en las referencias 3 y 21.

La utilizacién de las técnicas IR y RMN no es muy usual, salvo la necesidad de
determinar nuevas estructuras; como es el caso de las antocianinas aciladas tltima-
mente reportadas. Debemos mencionar que con los modernos métodos de analisis
como por ejemplo el FAB-MS (fast atom bombardment mass spectroscopy), puede
determinarse el nimero, identidad, y punto de unién de los grupos acilo, conservan-
do practicamente la molécula intacta. La Tabla 4.3 sefiala caracteristicas espectroscopi-
cas para algunas antocianinas aciladas. Solamente se indican los valores de desplaza-
miento del protdn de la aglicona, que 16gicamente estan afectados por los sustituyentes
azicar(es) y 4cido(s), presente(s).

En la Figura 4.4 se muestran los espectros UV-V e IR de las antocianinas de la col
morada y en la Figura 4.5 los espectros de absorcién en el visible de las antocianinas
de los pétalos de las rosas rojas y rosadas.

4.6 DISTRIBUCION

Las antocianinas se encuentran principalmente en los frutos y flores de las
angiospermas y generalmente como mezcla de ellas.

Las mayores fuentes alimenticias conteniendo antocianinas pertenecen a las fa-
milias Vitaceae (uva) y Rosaceae (fresa, cereza, manzana, pera, etc.); otras familias en
las que se encuentran son las Oleaceae (olivo negro), Cruciferae (calabaza roja, repollo
morado), Solanaceae (tomacillo, papas, camotes), etc.
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Tabla 4.1. Propiedades de las antocianidinas comunes!

Antocianidina Rf(x100) en Color A, 0 NM
Forestal Férmico BAW Visible en MeOH-HCI

Pelargonidina 68 33 80 rojo 530

Cianidina 49 68 magenta 535

Peonidina 63 30 71 magenta 532

Delfinidina 32 13 42 purpura 546

Petunidina 46 20 52 purpura 543

Malvidina 60 27 58 purpura - 542

Tabla 4.2. Propiedades de las antocianinas comunes’

Antocianina Rf(x100) N 4o MM
BAW Bu.HCI ~ HOAc-HCI 1%HCI en MeOH-HCI

Pelargonidin-

3-glucosido 44 38 35 14 506

3,5-diglucésido 31 14 45 23 504

5-glucésido 51 49 57 18 513

7-glucdsido 46 51 — 15 508

3,7-diglucésido 30 10 70 38 497

Cianidin-

3-glucdsido 38 25 42 07 523

3,5-diglucésido 28 06 40 16 522

3-galactosido 37 24 26 07

Malvidin-

3-glucésido 38 15 29 06 534

3-galactésido 36 15 29 06

3,5-diglucésido 31 03 61 34

Delfinidin-

3-glucésido 26 11 18 03 534

3-galactésido 23 11 18 03

3,5-diglucésido 15 03 32 08
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Tabla 4.3. Valores espectroscopicos para algunas antocianinas aciladas*

delfinidin 3-0- (6-0- trans-4-0- (6-0- (trans-3-0- (B-D-glucopiranosil) -cafeil) -B-D-glucopiranosil) -
cafeil) -B-D-glucopiranosido) -5-0- ((6-0-malonil) -B-D-glucopiranosido)', C_H_.O

60" 65 36
conformado por delfinidina (1) + glucosa (4) + acido cafeico (2) + acido maldnico (1)
A . (0,1% HCI-MeOH) 546, 320, 282 nm

RMN-'H (CF,CO,D:DMSO-d, 1:9, 400 MHz), 5ppm

H-4 8,77 (s)
H-6 6,98 (s.a.)
H-8 7,09 (s.a.)
H-2' 7,75 (s)
H-6' 7,75 (s)

*  Seestdsefalando los valores de RMN-'H solamente de las antocianidinas; el lector podra

encontrar en las referencias bibliogréficas los valores correspondientes a los azucares Y
otros grupos sustituyentes.
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continta Tabla 4.3

cianidin 3-latirésido 6
cianidin 3-xiloxilgalactésido®, C,,H,,0
conformado por cianidina (1) + xilosa (1) + galactosa (1)

s (0,01% HCI-MeOH) 530, 282 nm

RMN-'H (DMSO-d_:CF,CO,D, 9:1, 400 MHz), ppm

H-4 8,81 (s)

H-6 6,69 (d, J=1,8 Hz)

H-8 6,89 (m)

H-2 7,99 (d, J=1,8 Hz)

H-5' 7,00 (d, J=8,8 Hz)

H-6' 8,29 (dd, J=1,8, 8,8 Hz)
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continta Tabla 4.3

malvidin 3-glucésido-5-(2"-sulfato-glucésido) ', C,.H, .0, S

29° 35720

conformado por glucosa (2) + malvidina (1)

Ay (0,1% HCI-MeOH) 537, 276 nm

RMN-'H (TFA:DMSO-d,, 1:9, 400 MHz), ppm

H-4
H-6
H-8
H-2
H-6'
2MeO-

110

9,20 (s)
6,98 (d,
7,24 (
7,99 (
7,99

3,93

d
d
s)

J=2,0 Hz)

,J=2,0 Hz)



Colorantes Naturales

continta Tabla 4.3

HO

OH
OH

OH

pelargonidin 3-0-(6-0-trans-cafeil)-2-0-(B-D-glucopiranosil)-B8-D-glucopiranésido)-5-0-(8-D-
glucopirandsido)?, C,,H,.O.

42" 47723

conformado por pelargonidina (1) + &cido cafeico (1) + glucosa (3)

Mg (0,1% HCI-MeOH) 550, 509, 331, 288 nm

RMN-'H (CF,CO,D:DMSO-d, 1:9), 5ppm

H-4
H-6
H-8
H-2/ H-6'
H-3// H-5'

8,81 (s)

7,07 (s.a.)

6,98 (s.a.)

8,57 (d, J=8,8 Hz)
7,08 (d, J=8,8 Hz)
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En la Tabla 4.4 se da una relacién de antocianinas y su ocurrencia natural®>.Una

informacién mds amplia se encuentra en las referencias mencionadas.

La distribucién de las antocianinas en las partes comestibles de las plantas se

resume como sigue:

112

las antocianinas basadas en la cianidina ocurren més frecuentemente;

el porcentaje de ocurrencia de las antocianinas es aproximadamente de 50% con
cianidina, de 12%, para cada una, con pelargonidina, peonidina y delfinidina, y de
7%, cada una, con petunidina y malvidina;

como glicésidos, los 3-glicésidos tienen una ocurrencia 2,5 veces mayor que los
3,5-diglicésidos, siendo el mads comtin el cianidin-3-glucésido;

algunas antocianinas notablemente aciladas, 3,5- y 3,7-diglicosidadas, son parti-
cularmente estables en ciertas flores azules sin necesidad de copigmentacion
con metales complejos. Muchas de ellas estdn basadas en delfinidina, aunque
algunas derivadas de peonidina estdn dotados de esta caracteristica como se
observa en los pétalos de Ipomea tricolor.
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Fig. 4.4  Espectros infrarrojo (a) y ultravioleta-visible (b) de las antocianinas de la col morada
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Fig. 45 Espectros en el visible de las antocianinas de los pétalos de rosas rojas (a) ¥
rosadas (b)
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Tabla 4.4. Algunos ejemplos de antocianinas y su ocurrencia natural®%242

Nombre cientifico /
Nombre comun / Ocurrencia

Antocianidinas o
Antocianinas presentes

Allium cepa |
cebolla / bulbos

Berberis vulgaris /|
agracejo / hojas

Brassica oleraceae /
calabaza roja / hojas

Cyphomandra betaceae/
berenjena / piel o céscara

Cynara scolymus |
alcachofa / frutos

Citrus sinensis |
naranja / piel o cascara

Ficus carica |

higo /epidermis frutos
Fragaria spp. |

fresa / frutos

Ipomea batatas /
camote / raices

Malus pumila /
manzana / piel o cascara

Mangifera indica /
mango / fruto

Morus nigra /
mora / frutos

Olea europea |
aceituna / frutos

Passiflora edulis /
maracuya / frutos

Cy 3-glucésido, 3-laminaribiosido
Cy, Pn, Dp 3-glucésidos

Cy 3-soforésido-5-glucésido acilados con
malonoil, p-coumaroil, di-p-coumaroil, feruloil,
diferuloil, sinapoil y disinapoil

Cy, Pg, Dp 3-glucésidos y 3-rutindsidos

Cy 3-cafeoilglucésido, 3-cafeoil soforésido,
3-dicafeoilsofordsido

Cy vy Dp 3-glucésidos

Pg 3-ramnoglucésido, Cy 3-glucésido,
3-ramnoglucésido, 3,5-diglucdsido

Pg y Cy 3-glucésidos

Cy y Pn 3-(dicafeil soforésido)-5-glucésido,
Cy y Pn 3-(6,6'-cafeil-ferulilsoforésido)-5-
glucésido, Cy y Pn 3-O-(6-O-trans-cafeil-2-
O-B-glucopiranosil-B-glucopiranésido)-5-0-8-
glucésido

Cy 3-glucésido, 3-xilosido, 3-galactésido, 3-
y 7-arabindsidos; libres y acilados

Pn 3-galactésido

Cy 3-glucdsido

Cy 3-glucésido

Cy 3-glucdsido
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continta Tabla 4.4

P. quadrangularis |
tumbo / flores
Prunus avium [
cereza / frutos
Punica granatum /
granada / frutos

Raphanus sativas |
rabanito / raices

Sambucus nigra /
sauco /frutos

Schinus molle |
molle / frutos

Solanum tuberosum /
papa / tubérculos

Symphytum officinale /
comfrey / flores

Vitis vinifera |
uva / frutos

Zea mays |/

maiz morado / mazorca

Dp, Pt, Mv 3-glucdsidos, 3,5-diglucésidos
Cy, Pn 3-glucésidos y 3-rutinésidos

Cy, Dp, Pt 3-glucésidos, 3,5-diglucésidos,
Pg 3,5-diglucésido

Pg y Cy 3-soforésido-5-glucésidos acilados
con p-coumaroil, feruloil y cafeoil ésteres.

Cy 3(2-1-xilosilglucésido), sambucianina
Cy 3-galactésido,3-rutinésido, Pn 3-glucésido

Pg, Dp, Pt 3-rutinosidos; Pg, Pn,
Pt, Mv 3(p-coumaroilrutinosido)-5-glucésidos

Cy, Dp, Mv glicésidos

Cy, Pn, Dp, Pt, Mv 3-glucésidos,
3-p-coumaroilglucésidos, 3,5-diglucésidos,
Mv 3,5-acetildiglucésido

Cy, Pg y Pn 3-glucésidos, Cy 3-
galactdsido; libres y acilados
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Capitulo V

BETALAINAS

5.1 INTRODUCCION

El término betalaina describe a dos grupos de pigmentos, muy solubles en agua,
relacionados quimica y biogenéticamente, éstos son, las betacianinas de color rojo
violeta (A_, ~ 540 nm)y las betaxantinas de color amarillo (A, ~480 nm). Aunque la
quimica de estos compuestos fue muy estudiada por numerosos investigadores, los
resultados fueron recién satisfactorios en 1957, cuando Wyler y Dreiding' aislaron
cristales rojo violeta, betanina, de la raiz de Beta vulgaris, y en 1964 Piatelli y col.?
aislaron cristales amarillos, indicaxantina, de los frutos de Opuntia ficus-indica. Desde
entonces notables avances se hicieron en la quimica de estos compuestos especial-
mente durante la década de los 60 y 70%'.

La presencia de estos pigmentos en las plantas tiene gran importancia, ya que su
distribucion estd limitada a 10 familias del orden Cariophyllales o Centrosperma: Aizo-
ceae, Amaranthaceae, Basellaceae, Cactaceae, Chenopodiaceae, Didieraceae,
Holophytaceae, Nyctaginaceae, Phytolacaeae y Portulacaceae®'®.

Una observacién muy importante en estas plantas es la presencia de betacianinas
y la ausencia de antocianinas. Al parecer, las betacianinas y antocianinas no coexisten
en la misma planta, ni atin dentro de la misma familia. Sin embargo, pueden coexistir
con otras clases de pigmentos flavonoides.

La raiz de Beta vulgaris (betarraga) es una fuente rica de betacianina, contiene de
0,4 a 1,0% de pigmento (expresado como betanina); otra fuente potencial es la Opuntia
soeherensii “ayrampu”, cuyas semillas contienen alrededor de 1% de betanina.
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Las betalainas también se encuentran en algunos hongos, por ejemplo, del hon-
go venenoso Amanita muscaria se han aislado una betacianina, la muscapurpurina, y
siete betaxantinas, muscaxantina 1-VII'”2,

Debemos mencionar que inicialmente cuando se determiné la presencia de ni-
trégeno en estos pigmentos, se les consideré como “antocianinas nitrogenadas” por-
que se pensaba incorrectamente que su estructura estaba relacionada a las antocianinas.

A la fecha se conocen alrededor de 50 betacianinas y de 25 betaxantinas.

5.2 ESTRUCTURA'Y ESTABILIDAD

La estructura del croméforo en la betalaina es un sistema 1,7-diazaheptametino
protonado®'6223,

R | RV |

Las betaxantinas, de color amarillo, se caracterizan por tener grupos R y R’ que
no extienden la conjugacion del cromoéforo 1,7-diazaheptametino; mientras que en
las betacianinas, de color rojo, la conjugacion estéd extendida con un anillo aromatico
sustituido (ejemplo ciclodopa). Todas las betacianinas estan glicosidadas siendo dos
las agliconas conocidas, la betanidina y su epimero isobetanidina, aunque tltima-
mente también se ha identificado como constituyente natural, un glucésido de
neobetanidina, la 14,15-dehidrobetanidina.

La unidad de aziicar mas comtn es la glucosa, y menos frecuente la soforosa y la
ramnosa. Es también comtin que se encuentren aciladas con grupos sulfiirico, malénico,
3-hidroxi-3-metilglucésido, citrico, p-cumdrico, fertlico, cafeico y sindpico. La betacia-
nina de mayor ocurrencia natural es la betanina.

En el caso de las betaxantinas, el sustituyente R’ es un grupo amino o amino-
acido y R es usualmente un hidrégeno, asi: en la vulgaxantina-1 de Beta vulgaris, R’ €S
un residuo derivado del 4cido glutdmico y en la indicaxantina del Opuntia ficus-indica,
Ry R forman un grupo prolina.

En la Figura 5.1 se muestran algunas betacianinas y en la Figura 5.2 se muestran
algunas betaxantinas comunes.
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Estructura basica de las betacianinas

R'=0OH R=0OH
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OH OH
HO HO
H H
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CH,OH CH,0H

o (0] o >[_ T -
OH OH
HO HO
_ H
amarantina

Fig. 5.1 Algunas betacianinas



Olga Lock Sing de Ugaz

continda Fig. 5.1
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indicaxantina

CHs
(oX 3 S/

[qele)

HOOC N COOH
|

H

miraxantina |

HO

~0

HO,C N

|
H

muscaaurina

COy

R
HO 0_/
4 l i .
N7 NCO0 ;—coo
l + NH
HOOC N COOH |
s ol
H HOOC N COOH
_ b
portulaxantina
vulgaxantina | (R=NH,)
vulgaxantina Il (r=0H)
COOH R
S0 TT
A HO . XH
HOOC~" >N~ COOH "00C ~ SN~ COOH
b B
miraxantina |l miraxantina Ill (R=H)
miraxantina V (R=0H)
HO
HO . \H CO;
COH HO,C ITI COH
H
| dopaxantina

Fig. 5.2 Algunas betaxantinas
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Factores que afectan la estabilidad de las betalainas %%

La estabilidad de las betalainas esta influenciada por el pH, la temperatura, el
oxigeno y la luz. Aunque se han realizado diversos estudios para analizar la influencia
de estos factores en las betacianinas, muy pocos se han realizado sobre las betaxantinas.

Para la betanina se ha determinado que a:

pH3,0a7,0 el color rojo de la solucién permanece inalterado con un A__ de
absorcién entre 537-538 nm.

pH < 3,0 el color cambia a violeta y el A_, es desplazado a 534-536 nm,
' ocurriendo un decrecimiento en la intensidad.

pH > 7,0 el color de la solucién se hace mds azulado, habiendo un despla-
zamiento batocrémico en el )xméx, siendo mayor el efecto a pH 9,0
donde el A_, ocurre a 543-544 nm (Fig. 5.3).

pH > 10,0 hay un decrecimiento en intensidad en el A_. de 540-550 nmy
hay incremento en la absorcién a 400-460 nm debido a la libera-
cién del 4cido betaldmico, el cual es amarillo; por lo que hay un
cambio del color de azul a amarillo como resultado de la hidrdlisis
alcalina de betanina a dcido betaldmico y ciclodopa-5-0-glucésido
(Fig. 5.4).

La termolabilidad de las betalainas es probablemente el factor que mas restringe
su uso como colorante de alimentos; en general, la estabilidad térmica es mayor
entre pH 5,0 y 6,0 en la presencia de oxigeno, y entre pH 4,0 y 5,0 en ausencia de
oxigeno. La exposicion de las betalainas a la luz UV y luz visible también producen su
degradacion.

5.3 BIOSINTESIS

Se ha determinado que una molécula de L-DOPA sufre un rompimiento del anillo
y unareciclizacion para dar el 4cido betalamico que contiene el anillo de dehidropiridina
caracteristico de las betalainas.

La subsiguiente condensacién del dcido betaldmico con la ciclodopa produce la
betanidina, y con otras aminas o amino acidos diferentes a la ciclodopa, produce las
betaxantinas (Fig. 5.5)%2.
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Fig. 5.5 Esquema biosintético de las betalainas

5.4 EXTRACCION Y PURIFICACION

Muchos ensayos para aislar betalainas se realizaron en la primera mitad de este
siglo, pero recién se obtuvieron buenos resultados alrededor de los afios 60 al usar
electroforesis preparativa; otro método consistié en hacer separaciones preliminares
del extracto acuoso por absorcién sobre resina fuertemente acida (ejemplo Dowex
50W) y subsiguiente cromatografia en una columna de poliamida, usando concentra-
ciones crecientes de metanol en 4cido citrico acuoso como agente de desarrollo; las
fracciones son liberadas del 4cido citrico acuoso por tratamiento con resina, concen-
trando al vacio y dejando cristalizar?"?2,

Se reportan otros métodos para la separacion de la betanina del Beta vulgaris:
procedimiento de extraccién-difusién, procedimiento de extraccién fraccionada con
etanol acidificado y mds recientemente aplicando la cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) en fase reversa?®3'32, Esta tiltima ha sido aplicada también para la
separacion de betaxantinas, logrando mejores resultados que con los métodos de
separacion tradicionales?2%:

En la separacién de los pigmentos de Opuntia soeherensii Britt, “ayrampu”? y del
Amaranthus caudatus var. atropurpurea, “kiwicha”°, dieron buenos resultados la
cromatografia sobre gel de Sephadex y elucién por gradiente con soluciones de NaCl
de 0,3 a 1,0 M931:32,

La deteccion de las betalainas por CP y CCD se puede realizar utilizando los
siguientes sistemas cromatograficos®=3:
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* para CP (Whatman N°1), BAW (n-buOH:HOAc:H,0 12:3:5), EAW (EtOH:33%
Amonio:H,0 20:1:4), MP (MeOH:H,0:Py 20:5:1), EW (EtOH:H,0 4:1), EA (EtOH:0,3%
NaOAc, 4:1);

* para CCD (silicagel), PW (Fenol:H,0 4:1), CMA (cloroformo:metanol:17% amonio
2:2:1), Bu.HCl (n-butanol:HCI _9:1).

5.5 IDENTIFICACION

Las betalainas pueden identificarse tentativamente a partir de su comportamien-
to cromatogréfico o electroforético. Cada pigmento posee una movilidad electroforética
caracteristica, entre 0,30 y 1,78 relativa a la betanina, usualmente medidas a pH 4,5y
2,4,

La informacién obtenida puede corroborarse a través de los espectros de absor-
cién en el visible; las betacianinas muestran absorcion intensa entre 534 y 552 nm, y
las betaxantinas entre 474 y 486 nm. Las betalainas aciladas generalmente exhiben un
segundo méximo de absorcién en el UV, entre 260 a 320 nm. Algunas valores de A,
se sefialan en la Tabla 5.1° y en la Figura 5.6 se encuentra el espectro en el visible de
la amarantina®.

El espectro infrarrojo no es de mucha utilidad puesto que estos compuestos
presentan casi los mismos grupos funcionales y sus espectros son muy parecidos. La
espectroscopia de resonancia magnética nuclear podria dar buena informacién pero
su uso estd limitado por la baja solubilidad de estos compuestos en solventes organi-
cos y por su facil descomposicion. Algunos valores caracteristicos se presentan en las
Tablas 5.2 a 5.48343,

La diferenciacion entre betacianinas y antocianinas puede hacerse a través de
una electroforesis, ya que las betacianinas migran hacia el anodo mientras que las
antocianinas migran hacia el catodo. Otros ensayos simples de coloracién pueden ser
también utiles para esta diferenciacion (Tabla 5.5).
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Fig. 5.6 Espectro ultravioleta-visible de la amarantina

Tabla 5.1. Valores de ), de betacianinas y betaxantinas comunes

Color del
Betalaina Npge M pigmento purificado
betanina 536-538 rojo-violeta
amarantina 536-540 rojo-violeta
bougainvillein-v 542-546 violeta-rojizo
bougainvillein-r 532-534 rojo-violeta
gomprenina 535-537
vulgaxantina | 477
vulgaxantina Il 478
indicaxantina 485
miraxantina Il 477
miraxantina Il 473,5
miraxantina 1V 473,5
miraxantina V 475,5
miraxantina VI 477
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Tabla 5.2. Valores espectroscépicos para la miraxantina V@

Nc=0 H,0

Anse 475,5 M

H,C” “CH
HOOC —H - — COOH
|

H

miraxantina V
RMN-'H
H-10 1,20 (d, J=13 Hz)
H-2, H-5, H-6 3,038 (3H, m)
H-17 3,50 (s)
H-11 3,65 (d, J=13 Hz)
H-14 5,42 (m)
H-8 5,92 (2H, m)
H-7, H-13 6,88 (4H, m)

Tabla 5.3. Valores espectroscépicos para la humilaxantina®

CH— CH— CH,OH HO

H }\'méx’

SN7HNC00
|

HOOC N COOH
H

nm, 258, 463 h, 483

humilaxantina
RMN-'H (400 MHz, CD,OD + DClI trazas), dppm
acoplamiento

H-2 4,90 protones Hz
H-3 2,52-2,34 7,8 12,1
H-4 2,27-208 10a,11 55
H-5 4,10-3,75 10b,11 7.1
H-7 8,61 10a,10b 17,2
H-8 6,23
H-10a 3,52
H-10b 3,16
H-11 4,53
H-14 6,42
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Tabla 5.4. Valores espectroscépicos para la neobetanina®?®
CH,0H
H o
HO .
7 IO
HO N 00’
|
||
HOOC” “N"" " COOH
k
neobetanina
5-O-B-D-glucopiranosilneobetanidina
RMN-'H (DMSO-d,, 400 MHz), dppm
H-11 8,433 (1H, d, J,, ,=13,3 Hz)
H-14/H-18 7,982 (2H, s.a.)
H-7 7,321 (1H, s)
H-4 7,006 (1H, s)
H-12 5,595 (1H, d)
H-2 4,811 (1H, dd, J =2,5 Hz)
H-1' 4,546 (1H, d, J,,,=6,8 Hz)
H-6’A 3,716 (1H, d, J
H-3A 3,491 (1H, dd, JsA’aB=16 Hz)
H-6'B 3,479 (1H, dd, JG.B,5|=6 Hz)
H-2'/H-3'/H-5' 3,31-3,23 (8H, m)
H-4' 3,148 (1H, dd, Ja._4.=9 Hz, J4,'5.=9 Hz)
H-3B 3,022 (1H, dd)
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Tabla 5.5. Ensayos simples de coloracién para la diferenciacién de antocianinas y

betacianinas®

Ensayo

Antocianina

Betacianina

adicion de alcali
(KOH, NaOH)

reacidificacién de la solu-
cién alcalina después de
unos minutos

adicion de amoniaco

adicion de acidos
minerales

adicién de acetato
de plomo

apH7.0

distribucién entre
agua y alcohol amilico

extraccion del material seco
a) con alcohol absoluto

b) con agua destilada

decoloracién lenta de vio-
leta,via azul y verde, a
amarillo

el color rojo puede ser re-
generado con la acidifica-
cién

igual comportamiento que
con los otros alcalis

solucién viene a ser un ro-
jo mas claro

ppdo. azul-verdoso o azul-
grisaceo

solucién decolora lenta-
N
mente

la fase alcohol amilico
adquiere color rojo a
pH éacido

se extrae algo del color
rojo

se extrae algo del color,
siendo el extracto de color
verdoso, que se vuelve
rojo con acidificacién

decoloracién rapida a ama-
rillo

el color rojo no es regenera-
do con la acidificacién (po-
dria regenerarse parcial-
mente si hay una inmediata
reacidificacion)

el color permanece violeta
por algln tiempo, en frio

solucidén viene a ser un
violeta mas oscuro

ppdo. rojo-marrén

solucién permanece
violeta

la fase alcohol amilico no
adquiere el color rojo
no se extrae el color rojo

el color rojo es extraido ra-
pidamente
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Capitulo VI

QUINONAS

6.1 INTRODUCCION '#

Las quinonas naturales son un grupo de compuestos cuya coloracién puede ser
desde el amarillo pélido hasta casi negro, siendo la mayoria de color amarillo a rojo y
muy raros los de color verde y azul. Se encuentran frecuentemente en la corteza y/o
en el corazén de la madera o de la raiz, y en algunos pocos casos en las flores y hojas,
donde su color estd enmascarado por otros pigmentos. En general, estdn ampliamen-
te distribuidas, pero contribuyen en muy pequefia extensiéon a la coloracién de las
plantas superiores, a diferencia por ejemplo de los carotenoides y antocianinas; en
cambio hacen mayor contribucién en las bacterias, hongos y liquenes. Debemos men-
cionar que algunos organismos marinos invertebrados de la clase Echinodermis (es-
trella del mar, erizo) o Moluscos (calamar) y algunos insectos contienen quinonas,
como el Dactilopius coccus Costa “cochinilla” caracterizado por la presencia del acido
carminico o del “kermes” que contiene 4cido kermésico.

Para detectar la presencia de quinonas es suficiente una simple reaccién de color
basada en sus propiedades redox; asi, la reduccién a un producto incoloro (0 menos
intensamente coloreado) y la facil regeneracion de su color por oxidacion es caracte-
ristico y distintivo de éllas (en comparacién a otros compuestos naturales colorea-
dos). La reduccién puede efectuarse con solucién neutra o alcalina de ditionito de
sodio u otros agentes reductores, y la oxidacién con peréxido de hidrégeno o la
simple agitacion —al aire- de la solucién.

Las quinonas han sido conocidas desde Antiguo por sus propiedades tintéreas.
Estan consideradas dentro del grupo de colorantes para mordiente, siendo la mas
antigua conocida la alizarina, que presenta un comportamiento poligenético, esto es,
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da diferentes colores con distintos mordientes. Asi, con un mordiente de magnesio
da color violeta, de calcio da color rojo purpura, de bario da azul, de aluminio da rojo
claro, de cromo da violeta parduzco, de hierro ferroso da violeta negruzco.

Algunas quinonas presentan ademads otras propiedades, como la emodina que es
catértica, la shikonina es antimicética, la rhein bajo la forma de diacetato es
antirreumdtica, la plumbagina es muy activa para la leishmaniasis, el lapachol es
citostatico, bacteriostatico y fungistatico.

6.2 ESTRUCTURA

Las quinonas se subdividen en benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas y
quinonas isoprenoide. Aunque también existen, en menor proporcién, otras quinonas
policiclicas basadas en sistemas como fenantreno, naftaceno, pentaceno, perileno,
entre otras.

Se presentan mayormente al estado libre, las hidroxiladas pueden estar
glicosidadas, pueden contener otros grupos funcionales, anillos de furano o pirano,
pueden encontrarse como dimeros, ser parcialmente reducidas como los antranoles y
las antronas, etc. (Fig. 6.1).

En la Figura 6.2 se dan otros ejemplos de quinonas. Algunos de ellos tienen sefa-
lado su Color Index (C.I). '

6.3 BIOSINTESIS

Se asume que la mayoria de las antroquinonas son elaboradas a través de la ruta
acetato-malonato tal como podemos observar en la endocrocina y emodina, forma-

OH O HO

O‘O -

Me
(0

HO
O o o O /v
endocrocina
5 . J

OH O yo

N 9909
HO Me

(6]
emodina
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® benzoquinonas
(a) p-benzoquinona; (b) o-benzoquinona

0O

o} 0
(2) (b)

® naftoquinonas

(c) simple ; (d,e) furanonaftoquinona
(f,g) piranonaftoquinona ; (h,i) dimera

0 0
)
90 L
0 0
© ()
o
o
L

0
®

Fig. 6.1 Quinonas diversas
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continua Fig. 6.1

* antraquinonas (j) simple; (k,l.m) dimera; (n) reducida (antrona)

glc-O 0O HO
(m)

e quinonas isoprenoides (0,p)

(0]

MeO Me

MeO H

n
(0]
(0) ubiquinona
(n=1al2)
(n)
(p) filoquinona
(vitamina K)

140



Colorantes Naturales

CH3 \C/CH3 HO 0 CH; \C,CH3
I
Lk
C /éHz
HO ] HO/ \H
alcanina shikonina
(de Alkanna tinctoria) (de Lithospermnun erythorhizon)
C.1. 75530 C.1. 75535
HO o 0
. .] *. "OH
O .
juglona lawsona
(de Juglans regia) (de Lawsonia alba)
C.1. 75480
(0] HO o OH 0 OH
O‘Q :
‘ W HO CH3
0 0 0
lapachol emodina alizarina
(en especies de Tecomay Tabebuia)  (de Rhamnus frangula) (de Rubia tinctorium)
C.1. 75490 C.l. 75440 C.l.75338
0 OH o OH o OH
G OO, ook
X OH OH OH
(o) 0] (o) '
munjistina xantopurpurina rubiadina
C.1. 75370 (de Rubia tintorium) C.1. 75350
C.l. 75340

Fig. 6.2 Otras quinonas con su Color Index
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continda Fig. 6.2

(0] OH H;C (0] OH
OH HOOC gluc
oy UL,
O oH 0O OH
purpurina ‘ »
(de Rubia tinctorium) _ac. carminico
C.l. 75410 (Dactilopius coccus Costa)
Gl 7940 hipericina
. (de Hypericum perforatum)
. (0] OH (0] OH o OH
] I I CH; l I l CH3
HO HO H3C ] I l OH
HO o 0 0
morindona morindanigrina
C.l. 75430 soranjidiol C.l. 75360
(de Morinda umbellata)
C.1. 75390

das a partir de una cadena policetida de ocho unidades de acetato, la que se pliega,
condensa y luego sufre reacciones de oxidacion, metilacién, descarboxilacién'?.

En otros casos, son formadas a través de la ruta del dcido shikimico, como se
observa en la Figura 6.3, para la shikonina,juglona, lawsona, alizarina y filoquinona®.

6.4 EXTRACCION Y PURIFICACION 139

Los métodos de extraccién utilizados no son particulares para las quinonas; de
acuerdo a su solubilidad y polaridad pueden ser extraidas en solventes diversos, ge-
neralmente se utiliza la extraccién secuencial con solventes de polaridad creciente.
Entre los solventes utilizados cominmente estén el cloroformo, metanol y etanol.
Los extractos metanélico y etandlico, una vez removido el solvente, son sometidos a
una particién con CHCL/H,0, AcOEt/H,0 6 AcOEt/40% MeOH y luego se efecttian las
separaciones cromatograficas de la fase organica.
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ac. shikimico
l varias etapas

COH
- COH COH
(1)
= = |
P
OH OH geranilhidroquinona
et . 3-geranil-
ac. shikimico ac. >-g
¢ -4-hidroxibenzoico OH O (.)H
ac. chorismico O‘ \r
¢ shikonina
OH O
™ coon
g/ OH /0
COOH &
) COOH & coon ,COOH CO??,/ CoA
u,, (I:Hz @ ?Hz | H,
+ H\C/ CH e B} CoH
OH J § 'H
acido isochorismico TPP : o
"succinil-semiladehido” acido-2-succinil- 2-succinilben-
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COOH oH
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H
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ahzarma acxdo-3-premlnaﬁohldro- filoquinona
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(5)

Fig. 6.3 Biosintesis de naftoquinonas y antraquinonas

(1) difosfato de geranilo: 4-hidroxibenzoato geraniltransferasa, (2) sintasa-2-succinilbenzoato,
(3) 2-succinilbenzoato: CoA ligasa, (4) sintasa naftoato, (5) 1,4-dihidroxi-2-naftoato:

polipreniltransferasa
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Otro método usual es la extraccién en medio alcalino aprovechando la presencia
de grupos hidroxilos fendlicos; asf, las naftoquinonas y antraquinonas R-hidroxiladas
en el anillo bencénico son solubles en solucién de bicarbonato de sodio, mientras
que los isémeros o. —que estan quelatados—, lo son en solucién de hidréxido de sodio.
Es interesante destacar que en exceso de solucién alcalina las hidroxiquinonas produ-
cen diferente coloracién, lo que constituye una informacién preliminar en la determi-
nacién estructural, como puede observarse en los ejemplos de la Tabla 6.1. Por otro
lado, debe considerarse que si hubiera mds de un grupo-OH, puede haber més de un
cambio de coloracién.

La separacién cromatografica por columna se hace utilizando gel de silice y como
sistemas de elucién los solventes hexano, acetato de etilo, cloroformo, metanol, y
mezclas de ellos de polaridad creciente.

La CCD, también en gel de silice es un procedimiento para la separacion de
quinonas, aunque dada la variedad de estructuras no hay un sistema de solvente
tinico; por lo general para las benzo- y naftoquinonas, que son liposolubles, puede
utilizarse solventes puros tales como benceno, cloroformo, éter de petréleo, o sus
mezclas; en el caso de antraquinonas o quinonas mas hidroxiladas son usuales siste-
mas como AcOEt:MeOH:H,0 (100:16,5:13,5); éter de petr6leo:formiato de etilo:acido
férmico (90:40:1).

La DCCC (droplet countercurrent chromatography) utiliza sistemas como
C H.:EtOH:H,0:AcOEt (5:4:1:2), CHCl,:MeOH:H,0:n-buOH (9:12:8:1), EP:EtOH:H,0:AcOEt
(5:4:1:2), entre otros, y el Sephadex LH-20 utiliza metanol o cloroformo:metanol 2:1
como solventes de elucién.

Desde que las quinonas son coloreadas, ellas son detectadas a la luz visible; sin
embargo, también pueden ser examinadas a la luz UV, o utilizar reactivos cromogénicos
como el cloruro férrico para detectar hidroxilos fendlicos, el azul de leucometileno
que produce en las benzo y naftoquinonas manchas azules sobre un fondo blanco, o
KOH metanélico al 10% que producen cambios de color de las manchas originales, de
amarillo a rojo, violeta, verde o pirpura; asimismo, puede utilizarse el acido perclérico
y el sulfato cérico amonio.

6.5 IDENTIFICACION 3+

Las mediciones espectrales son esenciales para la identificacién de las quinonas.
El espectro UV-V indica la clase de quinona presente, desde que el niimero y posicion
de las bandas de absorcién aumenta con la complejidad de la estructura. Por otro
lado, presentan en el espectro IR absorciones fuertes caracteristicas del grupo carbonilo,
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Tabla 6.1. Coloracién de las hidroxiquinonas en solucién alcalina y sus valores de
)\’ 3

'méx

Hidroxiquinonas Color Npge N
EtOH / OH-

naftoquinonas
2-hidroxi- naranja 459
5-hidroxi- violeta 538
6-hidroxi- violeta-rojizo 520
2,3-dihidroxi- azul 650
2,5-dihidroxi- violeta-rojizo 490
3,5-dihidroxi- rojo 435
5,6-dihidroxi- azul 571
5,7-dihidroxi- violeta 542
5,8-dihidroxi- azul 655
antraquinonas
1-hidroxi- . rojo 500
2-hidroxi- naranja-rojizo 478
1,2-dihidroxi- violeta-azulado ) 576
1,3-dihidroxi- rojo 485
1,4-dihidroxi- violeta 560
1,5-dihidroxi- rojo 496
1,8-dihidroxi- rojo 513
1,2,3-trihidroxi- verde 668
1,2,4-trihidroxi- violeta-rojizo 544
1,4,5-trihidroxi- violeta 561
1,4,5,8-tetrahidroxi- azul 630

y en el espectro de masa es caracteristico la pérdida de una o dos moléculas de
monoxido de carbono a partir del pico padre. Mayores detalles se sefialan en los
parrafos siguientes.

El espectro UV de la p-benzoquinona se caracteriza por una absorcién intensa
alrededor de 240 nm (g_, 26000), una de intensidad media a 285 nm (e_, 300) y una
ain mucho mas débil (n —mx) en la regién visible. La introduccién de un grupo
* sustituyente produce un pequefio desplazamiento batocrémico en la primera banda
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(~ 10 nm), en la segunda banda el desplazamiento es mayor y dependiente del
sustituyente (Me 27 nm, MeO 69 nm, OH 81 nm); la introduccién de un segundo
sustituyente no produce desplazamiento significativo.

En las naftoquinonas el espectro es mas complejo desde que hay absorcicnes a
245, 257h y 335 nm (log € 4,34, 4,12 y 3,48, respectivamente). El hombro a 257 nm
corresponde a las transiciones electronicas en el sistema quinoideo, por lo que hay
desplazamiento batocrémico si se introduce sustituyentes +1y +M (ejemplo 2-hidroxi:
275-280 nm); por otro lado, la “peri” sustitucién por grupo hidroxilo produce en la
banda del bencenoide (335 nm) un desplazamiento de alrededor de 100 nm (ejemplo
5-hidroxi: 420 nm, 5,8-dihidroxi: 490 nm).

Las antraquinonas muestran intensa absorcién bencenoide a 250 nm y de inten-
sidad media a 322 nm; la absorcién quinoidea fuerte se observa a 263 y 272 nm y una
débil a 405 nm. La sustitucién por grupos hidroxilo o alcoxilo intensifica las bandas y
provoca desplazamientos batocrémicos.

Algunos ejemplos se observan en la Figura 6.4. En la Figura 6.5* se muestran
otros ejemplos indicando su ocurrencia natural y otras caracteristicas; obsérvese la
diversidad de fuentes naturales, plantas superiores, hongos, liquenes, bacterias, in-
sectos, organismos marinos, etc.

En el IR la absorcién del grupo carbonilo se observa a ~ 1669 cm™ para la p-
benzoquinona; la frecuencia aumenta con el niimero de anillos bencénicos fusiona-
dos lineales, asi para la 1,4-naftoquinona aparece a ~ 1675 cm y para la 9,10-
antraquinona a ~ 1678 cm’; y disminuye por la presencia de enlaces de hidrégeno,
apareciendo a 1640 cm™ si el carbonilo estd quelatado y a 1660 cm’, si no lo esta.

En el RMN se observa valores caracteristicos para el protén del sistema quinénico
(~ 6,5-7,0 ppm) y para el carbono carbonilico (~ 170,0-190,0 ppm), como podemos
apreciar en la Figura 6.6.
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O (0] 0
9@ T T L.
OH
O (6] -0
naftoquinona 2-hidroxinaftoquinona 2,3-dihidroxinaftoquinona
245, 257h, 335 (lawsona) 240, 280, 418, 430
(4,34,4,12,3,48) 249, 275,5, 282, 339 (4,00, 4,10, 3,56, 3,56)

(4,20, 4,23, 4,24, 3,53)

(0]
0 VH 8 Me
(0]
juglona 5,8-dihidroxinaftoquinona plumbagina
253,5, 337,429 369, 338, 490, 524 220, 266, 118
(4,19, 3,15,3,64) (3.87,3.00,3,73,3,78) (3,87, 4,12,3,61)
(0]
(0]
F
(¢}

dehidro-a-lapachona
267, 276h, 333, 436
(4,35,4,17, 3,40, 3,21)

Fig. 6.4 Propiedades espectrales UV-V de algunas quinonas de ocurrencia natural, Amax., nm
(log €)
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continua Fig. 6.4

emodina
253, 266, 289, 436
(4,31,4,29, 4,36, 4,14)

OH O HO
“O Me
(0)

crisofanol
228, 257,277,287, 429
(4,30, 4,01, 4,03, 4,03)

OH O HO

l I [ CH,OH
(0]
aloe emodina

225, 254, 276,5, 287, 430, 457h
(4,59, 4,34, 4,01, 4,08, 4,04, 3,89)

OH O HO

MeO O‘O Me

(0]

fiscion
253h, 266, 288, 431
(4,35, 4,36, 4,30, 4,20)

0} OH
00
O

alizarina
247,278, 330, 434
(4,45, 4,13, 3,46, 3,70)
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g-metildehidro-o-lapachona

hongo Fomes annosus (0] .
agujas naranja, C, H,,0,, pf 130-132°C

UV-V (MeOH) 265, 275h, 333, 444 nm Me O‘ 7
(log € 4,30, 4,26, 3,76, 3,14) I

IR (KBr) 1668, 1648 cm

naftoherniarina

Ruta graveolens (raiz)

agujas naranja, C,,H, O,, pf 283-285°C

UV (MeOH) 225, 248, 255, 277, 332, 350 nm
(log € 4,34, 4,28, 4,32, 4,29, 4,19, 4,14)

IR (KBr) 1728, 1677, 1644 cm’!

3,3-bijuglona 0

Juglans regia (corteza de ral'z)

cristales naranja, C, H, O,, pf 270°C (d) O‘ ? HO
UV-V (dioxano) 272, 425 nm HO ‘O
(log € 4,06, 3,66) "

IR (KBr) 1660, 1625 cm’' 0

Fig. 6.5 Ocurrencia natural, punto de fusién y propiedades espectrales (UVV IR) de quinonas
diversas*
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continda Fig. 6.5

ciclotrijuglona

Juglans regia (corteza de raiz)
cristales amarillo oscuro
UV-V (dioxano) 280, 420 nm
(log € 4,48, 4,04)

IR (KBr) 1660, 1630 cm’

(1R, 3R)-deoxifrenolicina

o CH,CH,CH3 cultivo de Streptomyces roseofulvus
HO

o cristales naranja, C H O, pf 173-175°C
O‘ [a], + 118,4°(MeOH)
~CH,COOH UV-V (MeOH) 245, 272, 418 nm
(0]

(log € 4,01, 4,08, 3,60)
IR (KBr) 1715, 1665, 1630 cm''

viopurpurina

cultivo de Aspergillus sulphureus
cristales globular purpura-negro,
Gl = 310°C

UV-V (CHCl,) 274, 282, 377, 500 nm
(log € 4,57, 4,59, 3,95, 3,48)

IR (CHCl)) 1725, 1678, 1640 cm
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continua Fig. 6.5

3-acetil-2,7-dihidroxi-6-metilnaftazarina

HO L OH Strongylocentrotus nudus (erizo de mar)
y “ agujas rojas, C,,H, O,, pf 179-181°C
e Rl UV-V (CHCL) 261, 324, 506h, 535, 568h nm
(6]

(log € 4,24, 4,02, 3,71, 3,47, 3,66)

endocrocina
C._H O

1671077
en hongos superiores Cortinarius armillatus y C.
pseudocolus, Dermocybe cimamomeolutea y D.
cinnabarina; cultivos de Penicillium tardum,
Aspergillus aculeatus, Eurotium echinulatum y
Pyrenochaeta terrestris; en liquenes Cetraria
cucullata, C. ornata y Ocellularia domingensis

C,H..O

30 18710

(0}
OH HO

HO O‘O

(+)-skyrin(5,5'-biemodina)

COOH

Me

en hongos pardsitos Hypomyces lactifluorum y
H. trichothecoides; “cuerpo fructifero”
Cortinarius atrovirens, C.odoratus y C. ionochlorus
y Dermocybe sp.; en liquenes Acroscyphus
sphaerophoroides, Cladonia graciliformis, Pyxine
endochrysina, Trypetheliopsis boninensis; en insec-
to Pseudicoccus albizziae.
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continua Fig. 6.5

emodin-aldehido

HO O HO
C,H;O,, pf 272-274°C
~en numerosos liquenes de los géneros O‘O
Caloplaca, Xanthoria y Fulgensia HO CHO
UV-V (MeOH) 248, 267, 287, 434 nm o

w-rodoptilometrina

on § oH 0
N C.H, 0O, pf 229-230°C
l j\/\/OH Echinaster echinoporus (estrella de mar)
HO Z UV-V (MeOH) 252, 267, 291, 437, 455 nm
Y (log € 4,17, 4,14, 4,17, 3,94, 3,89)
xantorin 5-metil éter
raiz de Cassia occidentalis; semillas de C. torosa y cultivo
o T m de tejido de C. obtusifolia; corteza de Ventilago calyculata

y V. maderaspatana; en numerosos liquenes Caloplaca y
O‘O Xanthoria y Teloschistes flavicans y T. chrysophthalmus
MeO > Me agujas naranja, C_H, O, pf 252°C
UV-V (MeOH) 230, 257, 295, 440 nm
(log ¢ 4,48, 4,32, 4,01, 4,02)

IR (CHCL,) 1685, 1635 cm’

biruloquinona

en liquen Parmelia birulae

cristales violeta, C,_H, 0., pf 307-308°C
UV-V (CHCl,) 290, 307, 320, 440, 568 nm
(log € 4,03, 4,17, 4,12, 3,33, 3,42)

IR (CHCL,) 1728, 1628, 1600 cm"
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En la Figura 6.7 se observan los espectros UV, IR y RMN-'H del lapachol™ y en las
Tablas 6.2 a 6.10"""% se presentan valores espectroscépicos y otros datos de quinonas
reportados en la literatura.

=)
RMN-"H 0 0
H 678 H3Cs CH3 2,034
H 6s0m
(0] (0]
(0] (0]
“ o O‘ CH} -
’ H 684c(1-1,5Hz)
(0] 0}
RMN-8C
(0]
i 187,6
187,0 HsC CHj3 158
136,4
1338
188,3
0 (0]

ng. 6.6 Algunas quinonas con sus valores RMN
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Tabla 6.2. Valores espectroscopicos para la naftoquinona isoplumbagina'

MeOH
UV-V A\, nm, 265, 411
OH 0l
Y Me
965
s IRV, .. cm”, 3415 (OH),1662
0 (C=0), 1642 (C=0 que-
latado), 1610 (C=C), 890,
isoplumbagina C,_HeO 832, 710 645 (nucleo
b 8 aromatico)
Lawsonia inermis, corteza
agujas de color naranja, pf 67-68°C
RMN-'H, éppm RMN-*C, dppm
O-H 11,95 (1H, s.a.,intercambia con D,0) C-1 190,2
H-7 7,61 (1H, dd, J=2,20, 8,30 Hz) C-2 135,5
H-5 7,50 (1H, dd, J=2,20, 8,07 Hz) C-3 149,5
H-6 7,24 (1H, dd, J=8,07, 8,30 Hz) C-4 184,7
H-3 6,80 (1H, s) C-4a 115,1
Me-9 2,18 (3H, d, J=13,85 Hz) C-5 124,0
C-6 136,0
C-7 119,3
C-8 160,9
C-8a 132,0
Reacciones de color: Me-9 16,5

con FeCl, ligero color purpura, debido a la presencia de grupo fendlico;

con NaOH ag. color rojo violeta, debido a su naturaleza hidroxinaftoquinona

Cromatografia de capa delgada, en silicagel:
EP:EtOAc:HCO,H (75:25:1)  Rf 0,90
EP:Bz (25:37,5) Rf 0,32

Deteccién con vapores de iodo, acido perclérico, sulfato cerico amoénico y lampara UV.
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Tabla 6.3. Valores espectroscépicos para la naftoquinona 1,4-naftalendiona-3,8-

dihidroxi-5,7-dimetoxi-2-(2-oxopropil) 2

MeO [0}
OH

MeO Me

OH O

1,4-naftalendiona-3,8-dihidroxi-
5,7-dimetoxi-2-(2-oxopropil), C,.H, 0,

cristales rojo-naranja, pf. 226-229°C (MeOH)

MeOH
UV-V A, nm (log &), 211(4,3)

270 (4,2), 300 (4,2), 454
(4,0)

KBr
IRV _, , cm', 3200, 1705, 1635,
1610, 1570 h, 1470,
1435, 1415, 1385, 1325,
1310 h, 1275, 1215,
1165, 1090, 1050, 1030,
1015, 975, 920, 825

RMN-"H (270 MHz, CDCI,), 8ppm

OH-8 13,6 (1H, s, intercambia con D,0)
OH-3 8,21 (1H, s.a., intercambia con D,0)
H-6 6,62 (1H, s)

MeO-7 y 4,0 (6H, s)

MeO-5

-CH,-C- 3,68 (2H,s)

-Me-C- 2,28 (3H,s)
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Tabla 6.4. Valores espectroscopicos para la furano-naftoquinona (+)-8-hidroxi-2(1'-
hidroxietil-)-7-metotoxinafto [2,3-b] furan-4,9-quinona'

UV-V Ao (log €) 245
A , nm (lo
OH 0 , HOH e (log ¢)

MeO o e (4,66), 294 (4,33), 325
LT (819
’ [0}

KB

(+)-8-hidroxi-2(1'-hidroxietil-)- IRV ., cm?, 3450 (OH), 1660 y
7-metoxinafto [2,3-b] 1640 (C=0), 1595, 1520,
1470, 1430, 1380, 1350,

faren=4,9-auineng; ©gH, 0, 1270, 1230, 1190, 1025,

Tabebuia incana A. Gentry, madera 970, 760
cristales naranja, pf 152-154°C (MeOH:CHCI,)

[l +11 (GHCI,, ¢ 0,1)

RMN-'H, (80 MHz, CDC,), 8ppm

OH-8 12,47 (1H, s, intercambia con D,0)
H-5 7,71 (1H, d, J=8,5 Hz)

H-6 7,05 (1H, d, J=8,5 Hz)

H-3 6,83 (1H, s)

CH-OH 4,99 (1H, q, J=6,5 Hz)

OMe 3,99 (BH, s)

Me 1,64 (8H, d, J=6,5 Hz)

Cromatografia de capa delgada, silicagel-60
Deteccién con sulfato cérico al 2% en H,SO, al 50%, vapores de iodo y ldmpara UV
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Tabla 6.5. Valores espectroscépicos para la antraquinona 3-carbometoxi-1-hidroxi-
9,10-antraquinona™

MeOH
UVA_., nm () 208(23 628),

0 HO 225(19780), 228(19 945),
w ks 256(24 615), 278(10 604),
“O 380(4 670), 400(5 165)
102 4a CO:Me
(0]

CCl4

IRV, cm™, 1720, 1680 y 1648

3-carbometoxi-1-hidroxi-9,10-
(C=0), 1600 (C=C)

antraquinona, C,.H, O,
Rubia oncotricha Hand-Mazz, raiz

polvo amarillo, pf 171-172°C (CHCI,)

RMN-H (400 MHz, CDCI,), 8ppm RMN-2C (100,6 MHz, CDC,), sppm
OH-1 12,53 (1H, s) G- 162,42
H-4 8,44 (1H, d, J=1,6 Hz) (52 125,14
H-5,H-8 8,35 (2H, m) C-3 137,48
H-2 7,96 (1H, d, J=1,6 Hz) C-4 119,93
H-6, H-7 7,85 (2H, m) C-5 127,70
OMe 4,00 (3H, s) C-6 135,12
C-7 134,46
C-8 127,15
C-9 188,63
C-10 181,69
C-9a 118,49
C-4a 183,11
C-10a 133,66
C-8a 133,78
3-CO,Me 165,08
3-CO,Me 52,88
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Tabla 6.6. Valores espectroscopicos para la geranilantraquinona ploriariquinona'®

ploriariquinona, C

OH O HO

24 1AL i
N7
2
18 s
15 13 12 ANy
5 4 Y 25 19
(0]

H,,O

220 2475

Ploiarum alternifolium Melch

cristales naranja, pf 144-146°C (Me,CO)

[a], +16,4 (CHCI,, ¢ 0,9)

RMN-'H (200 MHz, CDCI,), 5ppm

OH-1
OH-8
H-5

H-7
Me-15
H-21
H-17
H-16

Me-23
Me-24
Me-25
CH,-20
CH,-19

12,50
12,04
7,46
7,12
7,04
2,39
5,07
5,67
6,75

1,56
1,64
1,46
2,03
1,71

(1H, s)

(1H, s)

(1H, m)

(1H, d, J=0,7 Hz)
(1H, m)

(8H, s.a.)

(1H, t.a., J=7,11 Hz)
(1H, d, J=10,2 Hz)
(1H, dd, J=0,7 y
10,2 Hz)

(8H, s)

3H, s)

3H, s)

2H, m)

2H, m)

P N
L

CHCI3
UV-V A nm,

'max’

(log €) 234 (3,67),
263 (4,39), 276 (4,17),
302 (4,57), 347 (3,42),
444 (4,20)

CCla
IRV _,, cm?, 3300 (OH, a.), 1670

(C=0),

1620

(C=0

quelatado), 1600 (C=C)

RMN-3C (50 MHz, CDCl,), 5ppm

C-1
C-2
C-3

C-5
C-6
C-7
C-8
C-9
C-10
C-11
C-12
C-13

160,2
114,0
159,3
109,5
120,9
148,1
124,1
162,3
190,6
181,0
109,9
133,9
133,1

C-14
C-15
C-16
E-17
c-18
C-19
C-20
C-21
c-22
c-23
C-24
C-25

113,5
22,0
129,7
115,8
80,9
41,8
22,6
123,5
129,7
17,6
25,6
27,2
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Tabla 6.7. Valores espectroscépicos para la antraquinona glicosidada emodin-8-0-
soforésido’®

DMSO
Soforosa - O O HO uv-v }\'méx’ nm, (lOg 8) 421 (3,79),

O‘O 340 (4,09), 285 (4,42)
HO Me

O

emodin-8-0-sofordsido
Cassia angustifolia, hojas
polvo amorfo, M+ 594, [a],-65,0 (MeOH, ¢ 0,1)

RMN-'H (400 MHz, DMSO-d,), 5ppm RMN-"C (100 MHz, DMSO-d,), 8ppm
OH-1 13,72 (1H, s.a) 54 161,9 c1' 981
H-4 7,42 (1H, s.a) cC2 1162 C-1" 1043
H-5 7,13 (1H, s.a) C3  146,1 c2 826
H-2 7,10 (1H, s.a) C4 124, c2°8 751
H-7 6,71 (1H, s.a) c5  107,4 c3" 758
H-1'glc 5,25 (1H, d, J=7,3 Hz) C6 1684 C-4'4" 68,8,
H-1"glc 4,68 (1H, d, J=7,3 Hz) C-7 110,0 69,0
Me-3 2,39 (3H, s) c8 1604 C-5'5" 76,4,

c9 1852 76,5

c-10  180,9 C-66" 59,5,

C-10a  132,1 60,3

C8a 1103

C9a 114,86

C4a 1363

Me-3 213

Soforosa: B-D-glucopiranosil-(1->2)-B-D-glucopiranosil
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Tabla 6.8. Valores espectroscépicos para la antraquinona glicosidada emodina

ramnopiranosido'’

OH O HO

[0} “O Me

O
Me 0
Ac Ac OH

emodina ramnopiranosido, C_H_O

25 24711

Rhamnus prinoides L’Herit, frutos
naranja-rojizo, pf 230-232°C

(o], -84 (CHCI,, ¢ 0,14)

RMN-'H (200 MHz, CDCl,), dppm

OH-1,8 12,25, 12,03
H-4 7,62

H-5 7,50

H-2 7,08

H-7 6,93

Me-Ar 2,44 (s)

H-1' 5,60 (d, 1,7)
H-3' 5,40 (dd, 3,10)
H-4' 5,19 (dd, 10,9)
H-2' 4,28 (s.a.)
H-5' 3,89 (m)

H-6' 1,19 (d, 6)
OAc 2,04, 2,14

CCD, silicagel 60,,,
CHCI_:EtOAc (4:1, +5 gotas 5% HCI en MeOH)

deteccidn: 3% KOH etandlico

EtOH
UV-V A

KBr
IRV

méx’

e NM, 266, 295, 435

cm, 3450, 2923, 1746,
1678, 1629, 1257, 1214

RMN-*C (22,4 MHz, CDCl,), 8ppm

C-1
C-2
C-3
C-4
C-5
C-6
C-7
C-8
C-9
C-10
C-5a
C-8a
C-1a
C-4a

162,8
121,3
148,8
124,5
109,56
162,0
111,6
165,0
191,0
181,4
135,5
113,7
109,3
133,1

C-1' 97,4
c-2' 71,3
C-3' 70,9
Cc-4' 69,1
C-5' 67,9
c-6' 17,4
Me-Ar 22,1
CO-Me 169,9
CO-Me 20,6

169,8
20,8
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Tabla 6.9. Valores espectroscépicos para la antraguinonaftoquinona tectograndona'®

UV-V o nm (log €) 250 (4,78),
578 (4,81), 478 (4,59).
490 (4,60)

KBr
IRV_,, cm™, 3500 a., 1620

tectograndona, C,.H, O

30" 20 T 10
Tectona grandis L., hojas

polvo naranja, pf 277°C (d) (CH,Cl,:hexano)

RMN-H (400 MHz, CDCI,/DMSO-d, RMN-'C (100 MHz, CDCI /DMSO-d,
1:1), dppm 1:1), dppm*

OH-5 13,74 C-2 77,8 c-1 185,7¢
OH-12 12,92 Me-2 26,9 c-2' 133,3°
OH-8' 12,73 Me-2 26,9 c-3 123,8
OH-5' 11,89 C-3 130,6 c-4' 186,0°
H-7 8,16 (d, J=1,4 Hz) C-4 113,7 C-4a° 110,14
H-9 7,43 (d, J=1,4 Hz) C-4a 1150 C-5  155,9
H-7' 7,26 (d, J=9,6 Hz) C-5 154,1 C-6' 125,9'
H-6' 7,19 (d, J=9,6 Hz) C-5a 104,7 c-7 129,4f
H-4 6,66 (d, J=10,0 Hz) C-6 183,0 c-g' 155,0°
H-3 5,80 (d, J=10,0 Hz) C-6a 124,2 C-8a" 109,8¢
Me-8 2,54 C-7 126,3
Me-2 1,47 C-8 143,6
Me-2 1,46 Me-8 20,4

C-9 137,2

C-10 132,0°

C-10a 128,3

C-11 183,4 ¢

C-11a 1114

C-12 147,5

C-12a 148,9

B las letras superescritas indica que las sefiales pueden estar intercambiadas
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Tabla 6.10. Valores espectroscopicos para la antraquinona ictarinoidin B'®

ictarinoidin B, C, H_O

30 22710
Dermocybe icterinoides (hongo)

cristales globulares de color amarillo-marrén, pf > 340°C

o] +548 (CHCI,, © 0,35)

RMN-H (400 MHz, CDCI,). sppm

H-2ax 2,75
H-2eq 2,82
Me-3 1,38
OH-3 3,49
H,-4 2,85/ 2,90
OH-6 5,99
H-7 6,58
OH-8 10,16
OH-9 16,11
H-10 6,28
OH-1' 11,97
H-2' 7,03
Me-3' 2,32
H-4' 7,33
OH-6' 5,50
H-7' 6,92
OH-8' 12,89

(1H, d, J=18 Hz)
(1H, d.a., J=18 Hz)
(s)

(s)

(ABg, J=16 Hz)

UV-V Ao nm (log &) 222 (4,31),
580 (4,24), 425 (3,95)

IR\, €M7, 3418, 1628, 1599

RMN-%C (100,4 MHz, CDCI) 8ppm

C-1
C-2
C-3
Me-3
C-4
C-4a
C-5
C-6
C-7
C-8
C-8a
C-9
C-9a
C-10
C-10a

202,1
50,7
7,7
29,3
43,2

136,9

104,0

158,3

101,8

161,1

108,5

166,2

108,8

113,7

139,2

C-1'
c-2'
Cc-3
Me-3'
Cc-4'
C-4a’
C-5'
C-6'
Cc-7
c-8'
C-8a’
c-9
C-9a’
C-10
C-10a’

162,1
124,1
148,8

22,1
121,4
133,4
115,1
165,8
109,1
162,5
111,9
191,2
113,2
182,3
133,8
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
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Capitulo VII

MISCELANEOS

7.1 XANTONAS

Introduccion

La literatura reporta varias revisiones de las xantonas; entre ellas podemos citar,
las de Roberts (1961)', Carpenter, Locksley y Scheinmann (1969)?, De Mata Rezende y
Gottlieb (1973)%, Hostettmann y Wagner (1977)%, Sultanbawa (1980)°, Bennett y Hiok-
Huang Lee (1989)°%, Hostettmann y Hostettmann (1994)7, Pérez y Nagem (1997)3.

Las xantonas son pigmentos fendlicos amarillos, estructuralmente estan relacio-
nadas a los flavonoides, presentando similar comportamiento en sus reacciones de
coloracion y en su movilidad cromatografica.

Mientras la ocurrencia natural de los flavonoides es muy alta, las xantonas se
encuentran en un nimero limitado de familias, principalmente en las Gentianaceae y
Guttiferae, y menos frecuentemente en las Polygalaceae, Leguminosae, Lythraceae,
Moraceae, Loganiaceae y Rhamnaceae. Como agliconas y sus correspondientes O-
glicosidos se encuentran tinicamente en las familias Gentianaceae y Polygalaceae; en
contraste, las C-glicosidadas como la mangiferina y compuestos relacionados estdn
ampliamente distribuidas en las Angiospermas (se les ha detectado en 28 géneros de
19 familias boténicas). Las xantonas tambien han sido encontradas en helechos, hon-
gos y liquenes.

Debemos mencionar que la mayoria de los estudios han sido efectuados en las
familias Guttiferae y Gentianaceae habiéndose observado que las xantonas de la
Guttiferae son mucho mas complejas que las xantonas de la Gentianaceae.
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El interés creciente en estos compuestos es explicado por su actividad
farmacolégica (inhibidoras de la monoamina oxidasa, MAQ, actividad antipsicética,
efecto tuberculostatico, entre otros), ademds de su importancia quimiotaxonémica.

Estructura

La naturaleza simétrica del niicleo de las xantonas asi como su origen biosintético
mixto en las plantas superiores hace que los carbonos sean numerados de acuerdo a
una convencién biosintética; los carbonos 1 a 4 se asignan al anillo A originado por la
ruta del acetato y a menudo caracterizado por una 1,3-dioxigenacién, mientras que
los carbonos 5 a 8 se asignan al anillo B, originado por la ruta del shikimato (Fig. 7.1).

Fig. 7.1 Nicleo bésico de una xantona

Las xantonas aisladas a la fecha pueden ser clasificadas en cinco grupos mayores:
xantonas simples oxigenados, xantonas glicosidadas, xantonas preniladas y relacio-
nadas, xantonas lignoides y misceldneos. A su vez las xantonas simples oxigenados se
subdividen de acuerdo a su grado de oxigenacién en mono-, di-, tri-, tetra- y
pentaoxigenados.

Algunos ejemplos se dan en la Figura 7.2,

HOOH HOOOH
gle OH
OH O OH O

gentiseina mangiferina

Fig. 7.2 Algunas xantonas

Nota.- Por razones de conveniencia, la numeracién utilizada es arbitraria y no est4 de acuerdo a las
reglas [UPAC
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continua Fig. 7.2

OMe
RO MeO. O 0) O OH
OH O OH OH O
R:CHS, bellidifolina 1,6-dihidroxi-3,5-dimetoxixantona
R=H, desmetilbellidifolina
OMe

MeO O O O OMe
OMe

OH O OMe

swertianina 1-hidroxi-3,5,6,7,8-pentametoxixantona

O HO
1,4,5-trihidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)-xantona  1,7-dimetoxi-2,3-metilendioxixantona

O HO
R=-H, garcilivina A
R="""H, garcilivina B

jacareubina

mangostina
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Biosintesis

El modelo de oxigenacién de todas las xantonas en plantas superiores sugiere
que éstas estan formadas a partir de una ruta mixta shikimato-acetato. Esto involucra
la condensacién de las unidades de shikimato y acetato para formar benzofenonas
intermedias, las cuales reaccionan intramolecularmente originando las xantonas como
puede observarse en la Figura 7.3.

> HO
H
L
benzofenona intermedia
HO (0) OH
OH
xantonas

Fig. 7.3 Xantonas por la ruta mixta shikimato-acetato

Las benzofenonas intermedias pueden formarse por condensacién de derivados
shikimato A, B, C, D con un derivado acetato representado por los fenoles E, F 6 G..
Carpenter y col.? sefialan los tipos de xantonas que pueden originarse de estas
benzofenonas intermedias. (Fig. 7.4)

(@) 0 (0]
OH OH Ho OH
0}

OH
(©

OH
@

OH i
(e) (9)

Fig. 7.4 Derivados shikimato'y acetato para la formacién de benzofenonas intermedias
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En plantas inferiores parece que las xantonas se biosintetizan totalmente por la
ruta policétida acetato-malonato (Fig. 7.5)°

Me Me (0] OH
COoH ' JL '
HO ] O l OMe

griseoxantona

Fig. 7.5 Xantona formada por la ruta policetida acetato-malonato

Extraccion y Aislamiento

Las xantonas pueden ser extraidas con los solventes CH,Cl, y MeOH del material
seco que las contiene y ser separadas por CCD, utilizando diferentes adsorbentes y
sistemas de elucién’, segtin se presentan en la Tabla 7.1.

Otras técnicas cromatograficas usuales son, la filtracién en Sephadex LH-20 con
MeOH o CH,Cl,:MeOH (1:1) y el HPLC. El HPLC —especialmente utilizando el detector
arreglo de diodos— es de suma importancia para el andlisis de extractos crudos de

Tabla 7.1  Separacién de xantonas por cromatografia de capa delgada’

Xantonas Adsorbentes Sistemas de elucién

agliconas gel de silice n-hex:AcOEt 2:3
benceno:AcOEt 3:1

CHCI,:AcOEt, prop. variadas
bz:CHCI, 3:7, 1:1
CHCI,:MeOH 7:3
CHCI,:AcOH 41
tol:AcOEt:EtOH 7:3:1
poliamida MeOH:AcOH:H,0 90:5:5
C H,:MeOH:AcOH 45:32:16
glicésidos gel de silice Py:H,O:EtOAc:MeOH 12:10:80:5
AcOEt:MeOH:H,0 21:4:3
poliamida MeOH:H,0 9:1
MeOH:H,0:AcOH 90:5:5
celulosa AcOH 5-30%
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plantas conteniendo flavonoides y xantonas ya que provee de los espectros UV de
cada componente conforme ocurre la elucién, puede utilizarse columnas RP ; con
sistema de elucién como H,0:MeCN (0,05% TFA) y detector UV 254 nm.

La Figura 7.6 presenta el HPLC del extracto de Gentianella tristicha y los espectros
UV de cada uno de los picos eluidos™.

Las xantonas se detectan en una CCD por su coloracién al UV, con y sin amoniaco,
con solucién de KOH al 5% en MeOH o usando reveladores para grupos fenélicos.

Las xantonas glicosidadas son facilmente recristalizadas en metanol, y su hidrélisis
puede hacerse igual que en los flavonoides, reflujando en soluciéon MeOH/HCI.

[dentificacion

Las xantonas se caracterizan por un espectro UV que presenta cuatro maximos (a
menudo con intensidades decrecientes). En algunos casos, estos espectros permiten
la distincion entre xantonas que poseen diferentes modelo de sustitucion. las absor-
ciones se presentan en los rangos siguientes: 225-245 (Banda 1), 245-270 (Banda II),
300-345 (Banda Ill) y 335-410 (Banda IV); en estos rangos se encuentran las xantonas
1,3,7,8-tetraoxigenados, y si son 1,3,5,8-tetraoxigenados hay una banda adicional a
~275 nm (Banda IT’).

Aligual que los flavonoides, las xantonas producen desplazamientos batocrémico
con alcali, AICL, y AcONa-H,BO, dependiendo del niimero y posici6n de los sustituyentes

3 A E 100
3 8 ’ :
2,5 3 = - i
3 1 © q i 3
2 o j _ - 80
3 « i h -
2,0 3 T
3 it <
E- T I Feo
S 15 — T
a 3 [~ & - o
he] -] (o] | - =
B = Py | o S
e e - £ ke
2 1,03 | 40 2
S 3 ' I a
3 \ I
05 g
3 S ‘ [k - 20
3 = ! ' -
00 3 A mef
T T T T T T T T T T T T T T T T T |-|'|-|-4-1'|'|‘|"r'|'1r|'ir1'1'l1
o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

S B i ot ot e G (e P S it R i s e e, e S i i i, S} o iy e, o)

Fig. 7.6 Cromatograma (HPLC) y espectros ultravioleta de los componentes del extracto de
Gentianella tristicha
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continda Fig. 7.6
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hidroxilos. Asi un fuerte desplazamiento con AICl, indica la presencia del grupo OH
“peri” a la funcién carbonilo (posicién 1 6 8), por la formacién de un complejo el cual
es estable a HCI, mientras que los o-dihidroxi tambien forman complejos, pero no
son estables en HCI; con NaOAc-H,BO, hay desplazamiento batocrémico de la banda
300-345 nm, con incremento de intensidad, cuando hay -OH en posicién C-3 o C-6;
una base mas fuerte como NaOMe es capaz de desprotonar todos los -OH con excep-
cién de aquellos en posicién “peri”.

En el IR presentan sefiales caracteristicas a 1640-1660 cm™ del carbonilo conju-
gado, asi como a 1610 y 1596 cm™ del sistema aromatico.

En el RMN-'H una sefial singulete a campo bajo (8 11,7-13,4 ppm) confirmaria la
presencia del grupo hidroxilo quelatado en el C-1. Un par de protones aromaticos
meta-relacionados producen sefales a § 6,3 (H-4) y & 6,5 (H-2), esto indicaria una
disustitucion -1,3- en el anillo A. Un par de protones aromaticos orto-relacionados
puede aparecer, por ejemplo, a 7,0y 7,8 (H-7 y H-8, respectivamente) o 8 6,8-7,2 y
7,2-7,5 (H-5 y H-6, respectivamente). Los grupos metoxilos se presentan como singulete
entre 3,90-4,10 ppm y el grupo metilendioxi a 6,0-6,1 ppm. Singuletes entre § 2,40 y
2,50 son indicativos de acetilacién “peri” a la funcién carbonilo; para otras posiciones
del anillo, el singulete del acetilo aparece entre 2,30 y 2,35 ppm.

En el RMN-'3C el grupo carbonilo aparece generalmente entre los 178,0 y 184,0
ppm, dependiendo si esta mono- o diquelatado, correspondiendo a los valores a cam-
po mds bajo cuando hay la doble quelacion debido al 1,8-di-OH, si no hay quelacién
aparece a 174-175 ppm. Para los carbonos del sistema aromatico es tambien notorio
los valores diferentes que presentan si estdn o no oxigenados, siendo los oxigenados
los que aparecen desplazados a campo mads bajo.

En la Figura 7.7 se encuentran algunos ejemplos de xantonas con los valores de
RMN-'H y RMN-'3C reportados y en la Figura 7.8 el cromatograma HPLC y los espec-
tros ultravioleta de la desmetilbellidifolina-8-0-glucésido, bellidifolina-8-0-glucésido,
genhsiona, bellidifolina y swertianina'.

7.2 CLOROFILA

Introduccion

Clorofila es el nombre aceptado para los pigmentos verdes presentes en los teji-
dos fotosintéticos de las plantas vivientes, incluyendo algas y algunas bacterias
fotosintéticas. El término clorofila fue utilizado por primera vez por Pelletier y Caventou
(1818) para describir los pigmentos complejos responsables del color verde de las
hojas. Posteriormente Stokes (1864) demostré que el color verde era debido a und
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6.63 (d.2) 7.38 (d.9)

6722
H H 7.24(d,9) H OAc
MeO 0. H MeO 0. H 74509
H OAc H H 699
65243 QAc O OAc 65742 OAc O OAc
swertianina acetilada bellidifolina acetilada
OMe OMe
H 0. H 75109
633(s) H H 67549

OH O OH

corimbiferina

psorospermin

Fig. 7.7 Algunas xantonas con sus valores de RMN-"H y RMN-"3C
175



9L1

mAy -i mau wiii ] maw )
2000 J 1 2 4 5
1500 § “0 o 10 100 ]
1000 3 100 3
200 4 s 3
s00 50 3
L | o o3 o 3 -
r r T = : : - . — e
300 400 am e 300 400 m
- 1/ desmetilbellidifolina-8-0-glc & o i o H o
3 0. H CH30-
- 6 2/ bellidifolina-8-0-glc CHs 3
] 3/ desmetilbellidifolina B
400 4/ genhsiona HO O-gle HO O Ol 'HO ol HO O
0 ] \/\/_\7 5/ bellidifolina
@ 6/ swertianina
S0 0 ! CH30. O
OH
HO o] OH
mAU—]
] 1
3000
2500 3
2000 3
] 6
1500
1000 1
500 3 4 5
] 3
(1 A A\ ~
T T T T T—TT T =TT T 7T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 min

Fig. 7.8 Cromatograma (HPLC) y espectros ultravioleta de las xantonas
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mezcla de dos pigmentos verdes y varios pigmentos amarillos; los pigmentos verdes
fueron aislados mds tarde por Sorby (1873). Tsweet en 1906 separ6 dos clorofilas
(pigmentos verdes) de los carotenoides (pigmentos amarillos) utilizando una columna
cromatografica conteniendo sacarosa, siendo este experimento registrado como el
inicio de la cromatografia. Estas clorofilas fueron originalmente conocidas como o y
, y posteriormente como ay b. Las clorofilas a y b se encuentran asociadas en las
hojas verdes de las plantas en una relacién de 2:1/a:b™.

Estructuras

Las estructuras de las clorofilas a y b se muestran en la Figura 7.9. Quimicamente
contienen un nticleo de porfirinas (tetrapirrol) con un dtomo de magnesio quelatado
en el centro y una cadena larga de hidrocarburo (fitilo) unida a un grupo carboxilo. La
clorofila b difiere de la clorofila a, en que tiene un grupo aldehido en vez del grupo
metilo en el anillo de pirrol ubicado en el tope superior derecho. La determinacién de
estas estructuras tardé un tiempo aproximado de 60 afios (desde finales del siglo
pasado hasta los afios 60)'"7.

HZC\
CH Me CHO
Me = =
N
Me m= Me
H* 2
Hz?
0]
CHp COgMe
cofitil
Clorofila a Clorofila b

Fig. 7.9 Clorofilas ay b

Extraccion e Identificacion

Las clorofilas pueden ser extraidas de un gran nimero de hojas verdes, pero
generalmente se usa pasto o cesped (grass), ortiga o alfalfa.

La extraccién se realiza sobre el material fresco; una metodologia es la siguiente:
hacer primeramente una extraccién con metanol (este extracto debe ser descartado)
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y luego con una mezcla de metanol y éter de petréleo (x 2); se descarta nuevamente la
fase metandlica inferior; la fase etérea se lava con porciones de agua, con agitacién.
Finalmente la fase etérea se seca con sulfato de sodio anhidro por unos 30 minutos,
y el extracto es almacenado a baja temperatura quedando listo para su concentracién
posterior o su separacién cromatografica'”'8,

Para la CCD sobre silicagel puede utilizarse el sistema ciclohexano (o
isooctano):acetona:éter etilico, 2:1:1, que produce una buena separacién de las
clorofilas a y b, o el sistema EP(60-80°C):acetona:n-propanol, 90:10:0,45 sobre celulo-
sa MN 300", En todos los casos es preferible hacer la corrida cromatogréfica en la
oscuridad.

Las clorofilas pueden visualizarse en la CCD como manchas verdosas a la luz
del dia y como manchas fluorescentes de color rojo a la luz UV. Si las clorofilas se
descomponen durante la cromatografia es inevitable observar ocho manchas, corres-
pondientes a diferentes productos de descomposicién'® (Tabla 7.2).

Tabla 7.2. Valores de Rf y colores de las clorofilas a y b en cromatografia de capa

delgada'®

Pigmento Rf x 100 Color a la Naturaleza
luz del dia del artefacto

Feofitina a 94 gris clorofila libre

Feofitina b 80 amarillo-marrén } de Mg

Clorofila a 60 verde-azulado

Clorofila b 35 verde-amarillento

Feoforbido a 18 gris clorofilidas

Feoforbido b 07 amarillo-marrén } sin Mg

Clorofilida a 03 verde-azulado clorofila sin

Clorofilida b 02 verde-amarillento } cadena lateral

CCD, celulosa 300 MN en éter de petréleo (60-80°C):acetona:n-propanol, 90:10:0,45.

Las clorofilas se diferencian tambien por sus curvas de absorcién en el Vis; pre-
sentan un pico mayor a ~400 nm, varios picos menores entre 500 y 600 nm, y nueva-
mente un pico mayor sobre 625 nm (663 y 645 nm para clorofilas a y b respectiva-
mente)'®'® (Fig. 7.10). Otras caracteristicas de las clorofilas son:
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color pf, °C A 40 NM
clorofila a verde-azulado 117-120 663
clorofila b verde-amarillento 86- 92 645
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Fig. 7.10 Espectros en el visible de las clorofilas ay b
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Capitulo VIII

COLORANTES NATURALES PARA ALIMENTOS

8.1 ACHIOTE Y BIXINA'™

Aspectos Generales

Achiote es el nombre comun para la especie-Bixa orellana L. (Bixaceae), pequeno
arbusto indigena de la zona subtropical andina y de latinoamérica; su fruto es una
capsula, cuya semilla contiene un colorante color rojizo, en concentracién de alrede-
dor de 3% en las semillas de mejor calidad. EI término orellana es debido a Francisco
de Orellana, quien fue el primer<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>