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RESUMEN

El propdsito del presente trabajo fue caracterizar los compuestos fendlicos de
cuatro especies vegetales: Ataco (Amaranthus caudatus Linnaeus), Maiz
Morado (Zea mays), Mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) y Mortifio

(Solanum nigrum).

Se utilizaron técnicas cromatograficas para establecer el patron de compuestos
fendlicos y separar las fracciones correspondientes. Los compuestos
mayoritarios fueron sometidos a técnicas de separacion preparativa. Las
fracciones obtenidas por Cromatografia preparativa fueron caracterizadas por
sus maximos de absorcidon y sus desplazamientos bato e hipsocromicos
mediante reactivos especificos. Mediante el uso de métodos quemiométricos
se confrontaron los resultados obtenidos con referencias bibliograficas y se
identific6 la presencia de Isoflavonas y antocianinas en las especies

estudiadas.
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ABSTRACT

The aim of this work was to characterize phenolic compounds from four edible
species: Black nightshade (Solanum nigrum), purple corn (Zea mays),

amaranth (Amaranthus caudatus), and blackberry (Vaccinium floribundum)

Chromatographic techniques were used to separate and purify fractions with
phenolic compounds. The extracts obtained were submitted to preparative
separation techniques. Fractions obtained by preparative chromatography were
characterized for its absorption maximum and its bathochromic and
hipsochromic shifts using specific reagents.

The use of chemometrics methods allowed us to compare our results with
reported shifts of phenolics. As a result of this work we identified and

Isoflavones and Anthocianines in the edible species studied.
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CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS DE PLANTAS
ALIMENTICIAS NATIVAS DE LA SIERRA ECUATORIANA POR
METODOS INSTRUMENTALES

INTRODUCCION

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos tiene interés desde un
punto de vista tecnoldgico y nutricional. Asi, los compuestos fendlicos
intervienen como antioxidantes naturales de los alimentos, por lo que la
obtencion y preparacion de alimentos con un alto contenido en estos
compuestos supone una reduccién en la utilizacién de aditivos antioxidantes,
a la vez que se obtienen alimentos mas saludables, que incluso pueden
llegar a englobarse dentro de los alimentos funcionales. Desde un punto de
vista nutricional, esta actividad antioxidante se asocia con su papel protector
en las enfermedades cardiovasculares y en el cancer asi como en procesos
de envejecimiento por lo que esta siendo intensamente estudiado mediante

ensayos "in vivo" e "in vitro".

Los flavonoides y los acidos fendlicos son los que reciben mayor atencion
como agentes potenciales antioxidantes, debido fundamentalmente a su

amplia presencia en un alto numero de alimentos de gran consumo.

Por otro lado los pigmentos fendlicos (antocianinas) pueden ser usados en
productos acidos donde se desee un color rojo, de hecho, al colorante de

maiz morado se le clasifica con el numero E-163 (EEC), por lo que
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actualmente es de interés caracterizar los compuestos fendlicos presentes
en diversas plantas para la elaboracién de colorantes para bebidas, jaleas,

gelatinas, etc.

En nuestro pais, encontramos gran diversidad de plantas alimenticias
nativas, como el maiz morado, mortino y ataco, las cuales contienen
compuestos fendlicos de gran interés tanto por sus propiedades
nutricionales como por su potencial uso como colorantes en la industria
alimentaria. Por estas razones, la caracterizacion del perfil de compuestos
fendlicos en estos alimentos tradicionales es un tema de investigacion
interesante, tanto para los consumidores como para potenciales usos en

industrias alimenticias.

El presente trabajo de investigacion fue planteado con los siguientes

objetivos:

OBJETIVO GENERAL

e Caracterizar el perfil de compuestos fendlicos presentes en:
Amaranthus caudatus Linnaeus (Ataco), Zea mays L (maiz morado), y
Vaccinium floribundum Kunth L (mortifo), utilizando métodos de
cromatografia, espectrofotometria UV vis y reactivos de

desplazamientos hipso y batocromicos.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener extractos organicos de Amaranthus caudatus Linnaeus
(Ataco), Zea mays L (maiz morado), y Vaccinium floribundum Kunth

(mortifio).
» Establecer las condiciones adecuadas de separacion cromatografica

para éstos extractos.

* Evaluar los parametros cromatograficos y maximos de absorcion UV

para las separaciones obtenidas.
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e Evaluar las -caracteristicas de los grupos croméforos de los
compuestos fendlicos mediante desplazamientos batocromicos e
hipsocrémicos

* Comparar los datos experimentales con las referencias bibliograficas,

con el fin de caracterizar los compuestos fendlicos.
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CAPITULO 1

COMPUESTOS FENOLICOS

Introduccién

En este capitulo se abordaran todos los conceptos relacionados con los
compuestos fendlicos, sus generalidades, clasificacion y caracteristicas, asi
como su rol en el metabolismo secundario vegetal y sus potenciales

aplicaciones como aditivos de alimentos.

1.1 Concepto y generalidades

El término “Compuesto Fendlico”, abarca un amplio rango de sustancias
presentes en plantas, las cuales poseen una estructura quimica conformada
por un anillo aromatico en comun relacionado con grupos hidroxilos. Las
substancias fendlicas tienden a ser solubles en agua, por lo que se
encuentran mas frecuentemente combinadas con azucares en forma de
glucésidos. La mayoria de los fenoles son sélidos y su color varia desde
incoloro hasta fuertemente coloreado, dependiendo de la conjugacién del o
los cromoforos presentes. ElI analisis de estos compuestos por
espectroscopia Ultra-Violeta muestra su capacidad de absorber la luz en la
region visible y ultravioleta, y sus espectros son afectados por reactivos de
desplazamiento de manera caracteristica. De entre los compuestos fendlicos

naturales, los flavonoides forman el mas grande grupo. (Martinez, 2005)
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Figura 1. Diversidad de estructuras de compuestos fendlicos. Fuente: Harborne, 1998

1.2 Clasificacion

Por su estructura quimica, los compuestos fendlicos pueden clasificarse en

los siguientes grupos:

= Compuestos Fendlicos Simples: C6C1, C6C2, C6C3.

= Flavonoides, chalconas, antocianinas

» |soflavonoides, isoflavonas, isoflavanonas, rotenoides, isoflavanos e
isoflavenos

» Quinonas benzoquinona, naftoquinona, antraquinona, bis-

antraquinona

= -Pironas cumarinas, isocumarinas, aflatoxinas

= y-Pironas cromanos y cromonas, canabinoides
= Xantonas
» Lignoides

= Otros policétidos aromaticos (Fossen, 2001)
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1.3 Caracteristicas fisico quimicas y moleculares de los compuestos

fenolicos

Quimicamente, los compuestos fendlicos son sustancias que poseen un
anillo aromatico, un anillo bencénico, con uno o mas grupos hidroxidos

incluyendo derivados funcionales (ésteres, metil ésteres, glicosidos, etc.).

La naturaleza de los polifenoles varia desde moléculas simples como los
acidos fendlicos hasta compuestos altamente polimerizados, como los
taninos. Se presentan en las plantas en forma conjugada con uno o mas
residuos de azucar unidos a los grupos hidroxilos, aunque en algunos casos
se pueden producir uniones directas entre una molécula de azucar y un
carbono aromatico. Por ello la forma mas comun de encontrarlos en la
naturaleza es en forma de glicésidos, siendo solubles en agua y solventes
organicos. Los azucares asociados a los polifenoles pueden ser
monosacaridos, disacaridos o incluso oligosacaridos. Entre estos, los mas
frecuentes son glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa, y acidos
glucurodnico y galacturonico. También pueden encontrarse unidos a acidos
carboxilicos, acidos organicos, aminas, lipidos y a otros compuestos

fendlicos. (Harborne, 1998).

Figura 2. Estructura basica de un flavonoide. (Fuente Harborne,1998)
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1.4 Rol de los compuestos fendlicos en el metabolismo secundario

vegetal

Generalmente todos los vegetales, como producto de su metabolismo
secundario normal, son capaces de biosintetizar un elevado numero de
compuestos fendlicos, algunos de los cuales son indispensables para sus
funciones fisioldgicas y otros son de utilidad para defenderse ante

situaciones de estrés hidrico, luminoso, etc. (Mabry, 1970)

En el metabolismo vegetal estos compuestos cumplen funciones variadas,
entre ellas: defensa ante otras especies, pigmentaciéon de flores y
contribucion sustancial a ciertos sabores de frutos.

Se tienen algunas evidencias experimentales que sugieren que los

compuestos fendlicos cumplen una o varias de las siguientes funciones:

» Su capacidad de absorber ciertas radiaciones ultravioleta, los
convierte en filtros solares para proteger los tejidos vegetales de
radiaciones dafinas, y ademas se ha sugerido que participan en el
proceso de la fotosintesis.

= Sus variados colores y su presencia en tejidos como los de las flores,
sugieren que participan en procesos como la reproduccion
favoreciendo la atraccién de insectos polinizadores.

» Las diferentes actividades biolégicas halladas para algunos de los
flavonoides (antimicrobiana, antimicética, etc.) y las evidencias
experimentales de que algunos aumentan la resistencia de ciertas
plantas contra diferentes infecciones y enfermedades vegetales (es
decir que actuan como fitoalexinas), sugieren que estas sustancias
también son un mecanismo quimico de defensa vegetal.

» La capacidad inhibidora de ciertas hormonas vegetales presentada
por algunos flavonoides sugiere que actuan como reguladores del

crecimiento vegetal. (Wang, 2000)
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1.5 Potenciales aplicaciones de los compuestos fendlicos como

aditivos de alimentos

La industria de colorantes es una rama que, debido a los controles cada vez
mas exigentes respecto al uso de colorantes artificiales en alimentos, por
ejemplo por sus efectos cancerigenos, esta impulsando en el ambito mundial
el uso de colorantes naturales. A partir del maiz morado se puede obtener
un colorante natural, la antocianina, mejorada por un proceso de seleccion

que permite incrementar la concentracion de este color. (Calderdn, 1992)

Ademas, la industria de alimentos usa antioxidantes para prevenir el
deterioro de la calidad de algunos productos, sobre todo los de alto
contenido en grasas y lipidos, y mantener asi su valor nutritivo. Estos
antioxidantes son en su mayoria sintéticos, como terbutil-hidroxitolueno
(BHT), terbutil-hidroxianisol (BHA), galato de propilo (PG), galato de dodecilo
(DG) y terbutil-hidroquinona terciaria (TBHQ). (Rice, 1996).

La actividad antioxidante de extractos vegetales ha sido asociada con la
presencia de compuestos fendlicos, como acidos fendlicos, flavonoides y
taninos. Actualmente, existe un creciente interés en la evaluacion de
extractos de partes areas vegetales como una fuente potencial de
antioxidantes de uso en formulaciones alimenticias. Recientemente, se ha
reportado actividad antioxidante en extractos fendlicos de diversos tipos de
berries (fresas, moras y frambuesas), lo cual muestra el potencial de estas
matrices vegetales como fuentes de compuestos antioxidantes

aprovechables en la industria de alimentos (Cao, 1997)

La actividad antioxidante de los polifenoles se debe a su facilidad para
reducir la produccién de radicales libres, bien por inhibicion de las enzimas
que intervienen, bien por quelacion con los metales de transicion

responsables de la generacion de los radicales libres. Ademas, los
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flavonoides por su bajo potencial redox, son capaces de reducir las especies
de oxigeno reactivo (ROS), altamente oxidadas. En general los compuestos
polifendlicos como antioxidantes, son multifuncionales y actuan segun la
mayoria de los mecanismos mencionados. Los polifenoles de tipo
flavonoideo, como flavonoles, flavonas, isoflavonas, antocianos, flavanonas,
catequinas y proantocianidinas, son los antioxidantes mas potentes

presentes en los alimentos vegetales. (Wang, 1996).

1.6 Determinacion de compuestos fendlicos por métodos

espectrofotométricos.

Los compuestos fendlicos generalmente absorben en la region visible y
ultravioleta, y sus espectros son afectados por reactivos de desplazamiento
de manera caracteristica  Los espectros UV de éstos compuestos en
metanol presentan bandas de identificacion debidas a los sistemas

conjugados de los anillos aromaticos.

La espectrofotometria UV visible es ampliamente usada por requerir solo
pequefias cantidades del compuesto puro, el cual no se destruye, al igual
que para el NMR. El espectro UV de un flavonoide se relaciona con su

estructura de la siguiente manera:

2
. 0. ®) A

- | i

Al / VY
EL;IL}E w0/ \ 500

2
v

Il benzoico [ cihatnodlo Batida II Batdal

Figura 3. Espectro UV de un flavonoide.Fuente(Harborne, 1998)

El espectro en metanol de los flavonoides da informacion sobre el tipo de
flavonoide y el estado de oxidacion. EI maximo de absorcion de los

flavonoides varia de acuerdo al estado de oxidacion del anillo central y
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segun el numero y posicion de los grupos OR, como resultado de los
diferentes sistemas conjugados. El empleo de reactivos de desplazamientos
como metoxido de sodio, cloruro férrico, acetato de sodio y acido barico,
producen corrimientos de los maximos de absorcion de acuerdo a la

localizacion y naturaleza de las funciones oxigenadas. (Echeverri, 1986)

Las flavonas y flavonoles muestran dos bandas definidas: La banda |, de
mayor longitud de onda en el rango 300-390 nm asociada con la
funcionalidad cinamoilo, y la banda I, entre 250-280 nm debida al anillo
aromatico A (funcionalidad benzoilo), aunque a veces se observan otras
bandas de absorcion. La posicion de la banda | depende del tipo de
flavonoide: las flavonas la muestran en 310-350 nm, los flavonoles 3-O-
sustituidos en 330- 360 nm, y los flavonoles en 350-385 nm. La presencia de
hidroxilos fendlicos en diferentes posiciones de la molécula puede
establecerse estudiando el comportamiento del espectro UV metandlico al

anadirle los denominados reactivos de desplazamiento. (Markham, 1982)

En el caso de las antocianinas a ciertos pH’s presentan diferente actividad
debido a que esto repercute en su estabilidad molecular. Los espectros UV-
VIS a diferentes pH también cambian y nos ayudan a determinar si esta o no

polimerizada.

El color llamativo de las antocianinas se debe principalmente a la carga
positiva del cation flavilio. A pH 1 dara un color intenso tal como se
encuentran de forma tipica en frutas y verduras. Las cargas van cambiando
a lo largo de la variacion del pH. El cation flavilio a pH 1 es la forma mas
estable mientras que las chalconas a pH’s mayores a 4.5 son las mas

susceptibles a degradacion. (Giusti y Wrolstad, 2001)
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Figura 4. Formas de Antocianinas a diferentes pH’s. (Giusti y Wrolstad 2001)

Conclusiones

El presente capitulo comprende una vision general de los compuestos
fendlicos, el cual abarca desde los conceptos mas generales de éstas
estructuras quimicas, hasta su determinacion por espectrofotometria,
haciendo una primera aproximacién del trabajo a desarrollar. Este

fundamento permite conocer el alcance del trabajo desarrollado.
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CAPITULO 2
ESPECIES VEGETALES SELECCIONADAS

Introduccién

En este capitulo se describen las principales caracteristicas botanicas de las
especies en estudio. Ademas se reporta su composicién y caracteristicas
especificas relacionadas a sus usos y potenciales en aplicaciones

alimenticias.

2.1 Ataco (Amaranthus caudatus Linnaeus)

Figura 5: Planta de Ataco

2.1.1 Descripcion Botanica

Clasificacion Cientifica: El Ataco o Kiwicha pertenece a la familia de las
Amarantaceas

Nombre cientifico: Amaranthus caudatus Linnaeus

Nombres comunes: amaranto, kiwicha, ataco.
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El Ataco es un vegetal ampliamente difundido por todo el territorio
ecuatoriano debido a su capacidad de adaptacién a cualquier ambiente, pero
se reconoce como nativo de los andes ya que es originario de las regiones
incaicas, su aparicion fue detectada en tumbas con mas de 4000 afios de
edad.

Es una planta anual dicotiledonea de hoja ancha, muchas variedades
maduran entre los 4 a 6 meses pero en algunas tierras altas es posible que
su madurez se alcance a los 10 meses. El consumo en Ecuador es en

infusion como té medicinal. (White, 1986)

2.1.2 Composicién

COMPOSICION POR 100 G DE ATACO (CON SEMILLA)
Calorias (Kcal) 391
Proteina (g) 14.5

Grasa (g) 6.4
Cenizas (mg) 2.6
Carbohidratos (g) 71.5

Calcio (mg) 451

Cuadro 1. Composicién nutricional Ataco. Fuente Chacoén, 1997

2.1.3 Propiedades

El Ataco es una planta de la cual se aprovechan todas sus partes tanto con

propaositos nutricionales como medicinales.

Las hojas cocidas son generalmente son utilizadas en procesos inflamatorios
de la vejiga y dolores reumaticos.

Ademas la coccidn de las raices se emplea contra la diarrea, en tanto que
los tallos también son utilizados en infusion como un efectivo laxante.

El cocimiento de las hojas en gargaras es util contra la irritacién de boca y
garganta (White, 1986)
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2.2 Maiz Morado (Zea Mays)

Figura 6: Fruto de Maiz morado

2.2.1 Descripcion cientifica

Clasificacion Cientifica: EI Maiz Morado pertenece a la familia de las
Gramineas. Especie: Kculli.

Nombre cientifico: Zea Mays L.
Nombres comunes: Maiz Morado.

El Maiz Morado, denominado cientificamente Zea mays L. es una variedad
de maiz que posee la coronta y los granos de color morado. En su

composicidn se encuentras compuestos del grupo de las antocianinas.

Esta planta esta constituida por un eje central, sostenido por un sistema
radical fibroso y compacto. El eje o tallo, ordinariamente produce varios
brotes basales; sus ramificaciones laterales son muy comprimidas, y forman

las mazorcas o inflorescencias pistiladas.

La separacioén de las flores pistiladas y estaminadas en el maiz, fue para los
naturalistas europeos anteriores al conocimiento del mecanismo de la

polinizacién, un objeto de maravilla, pues no se explicaban como una planta
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podia llevar las flores en el apice y formar sus frutos en las ramas inferiores.
(Lazo, 1999)

2.2.2 Composicion

COMPOSICION NUTRICIONAL EN 100 G DE MAIZ
Materia Seca 88.00%

Proteina Cruda 0.90%

Grasa 3.50%

Fibra Cruda 2.90%

Calcio 0.01%

Fosoforo total 0.25%

Cenizas 1.50%

Cuadro 2. Composicién Nutricional de Maiz. Fuente: Feedstuffs ingredient analysis
table 1987

2.2.3. Propiedades

En los ultimos afos, los cientificos han demostrado que muchos de los
pigmentos que dan su color a las frutas y vegetales, contienen muchos de
los compuestos que parecen combatir enfermedades degenerativas del
cuerpo humano y que a su vez, brindan efectos benéficos para la salud y el
bienestar. Tal es el caso de las antocianinas que el Maiz Morado posee en
alta proporcion. (Garcia,1992)

Existen reportes de diferentes efectos beneficiosos en la salud asociados
con el consumo de maiz morado, entre los cuales se cita el control de la
presion sanguinea, niveles de colesterol, mejoramiento de la circulacion y
proteccion de vasos sanguineos ante el estrés oxidativo. Se reportan efectos
anti inflamatorios, regeneracion del tejido conectivo y estimulacion de la

produccion de colageno. (Calderén, 1992)
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2.3 Mortifnio (Vaccinium floribundum Kunth)

Figura 7. Planta de Mortifio

2.3.1 Descripcion Botanica

Clasificacion cientifica: los arandanos o mortifio pertenecen a la familia de

las Ericaceas (Ericaceae).

Nombre cientifico: Vaccinium floribundum Kunth

Nombre comun: Mortifio, Arandano, Uva del monte.

Para el Ecuador se citan tres especies, la mas conocida por sus frutos
comestibles es V. floribundum que crecen en altitudes que van de 1000 a
4500 msnm. Es un arbusto con altura menor a 50 cm hojas pequefias con
bordes aserrados, la flor es rosada en forma de campana. El fruto es una

baya esférica azul morado de 6mm de diametro.

Su habito de crecimiento produce una sola cosecha extendida entre octubre
y diciembre de cada afio. El consumo en el Ecuador es basicamente en

fresco y algo procesado en mermeladas, se consume en fresco en la época
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de Dia de los Difuntos para preparar la tradicional colada morada. (Lojan,
1997)

2.3.2 Composicion

COMPOSICION POR 100 G FRUTA
Calorias (Kcal.) 30.1
Hidratos de Carbono (g) 6.9
Fibra (g) 1.8
Potasio (mg) 88
Magnesio (mg) 0.5
Pro vitamina A (mcg) 12
Vitamina C (mg) 17
Vitamina E (mg) 5
Agua (g) 87.4
Proteinas (g) 0.3

Cuadro 3. Composicion nutricional de Mortifio. Fuente: 1995 Blueberry Statistical Record,
NABC (North American Blueberry Council)

2.3.3 Propiedades

Estas frutas son de bajo valor calorico por su escaso aporte de hidratos de
carbono. En general, las bayas silvestres son buena fuente de fibra; que
mejora el transito intestinal, y de potasio, hierro, calcio, y de diversos acidos
organicos. Sin embargo, lo que en realidad caracteriza a estas frutas es su
abundancia de pigmentos naturales (antocianos y carotenoides) de accién
antioxidante. En la alimentacién humana, este tipo de frutas constituyen una
de las fuentes mas importantes de antocianos, que les confieren su color
caracteristico y que estan junto con acidos organicos tales como el acido
oxalico o el acido malico, responsables también de su sabor. La vitamina C
tiene accién antioxidante, al igual que los antocianos y carotenoides
(Fundacion Eroski, 2009).
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2.4 Mortifio (Solanum Nigrum)

Figura 8. Planta de Mortifio

2.4.1 Descripcion Botanica
Clasificacion cientifica: EI Mortifio pertenece a la familia de las Solanaceas
Nombre cientifico: Solanum Nigrum

Nombre comun: Tomatillo del diablo, Hierba Mora, Mortifo

La Hierba Mora es una planta anual que se encuentra en los jardines y
terrenos baldios, a lo largo de tapiales, en Norte y Sudamérica. Es una
planta comun, nativa de las regiones cultivadas de Sierra en el Ecuador. El
tallo es angular, erguido ramificado y crece de 30-60 centimetros y puede
ser glabro y cubierto con filamentos doblados hacia adentro. Las hojas son
alternadas, verde oscuras, aovadas, denticuladas y casi enteras, Los
racimos umbélicos y caidos con flores blancas o violeta palida, junto con una
baya morada o negra de el tamano de una arveja. La baya es similar pero no
idéntica a la baya comunmente conocida como “Mortifio” en los mercados
del Ecuador. (White, 1986)
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2.4.2Composiciéon

COMPOSICION POR 100 G DE FRUTA Y HOJAS
Calorias (Kcal.) 355.04
Carbohidratos (g) 35.24

Grasa (g) 4.60
Proteinas (g) 17.66

Calcio (mg) 37.8

Sodio (mg) 18.4

Potasio (mg) 134.04

Fibra (%) 6.81

Cuadro 4. Composicion nutricional de mortifio. Fuente: Akubugwo et al.: Nutritive

Value of S. nigrum Seed and Leaves

2.4.3 Propiedades

Esta planta se reconoce por su efecto como narcético y purgante, ademas
se considera analgésico, aplicada por via externa (por ejemplo, en
cataplasmas)

El jugo de la hierba fresca es a veces utilizado para la fiebre y para aliviar el
dolor. La infusién ha sido utilizada en pequefas dosis para calmar los
nervios.

Es altamente téxica en crudo. Aunque pierde gran parte de su toxicidad al
hervir, no debe utilizarse sino bajo el estricto control de un especialista. Las
bayas negras son muy venenosas. Como es una mala hierba comun en

jardines y prados, conviene utilizar guantes para arrancarla. (White, 1986)
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Conclusiones

Conocer las caracteristicas generales y sobre todo los efectos beneficiosos
atribuidos a éstas especies vegetales justifican el interés por conocer su
composiciéon quimica, a través del cual podemos conocer las sustancias
responsables de sus diferentes propiedades y sus posibles usos dentro de

la industria alimenticia.
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOS

Introduccién

En este capitulo se aborda la descripcion de la metodologia experimental
utilizada en el desarrollo del presente trabajo de graduacién. Los métodos de
seleccién y preparacion del material vegetal, obtencién de extractos y
desarrollo de sistemas cromatograficos para separar los compuestos
fendlicos de interés son detallados. Ademas, se describe la metodologia
espectroscopica utilizada para identificar las caracteristicas de los

compuestos aislados.

3.1 Seleccion y preparacion del material vegetal.

El material vegetal utilizado para el desarrollo experimental del presente
estudio fue adquirido en dependencia de su disponibilidad. Se utilizaron dos
ecotipos de maiz morado, diferenciables por la intensidad de coloracion de
sus granos. En Salcedo (Cotopaxi) se adquirié el ecotipo de maiz morado

con mayor intensidad de color (Ecotipo 1) y el mortifio (V. floribundum).

El ataco y el maiz morado de menor intensidad de color (Ecotipo 2), fueron
adquiridos en mercados locales de Cuenca. En esta localidad se adquirid

Solanum nigrum, conocido en esta zona como “mortifio”.

El material vegetal, previa su utilizacion en la preparacion de extractos, fue
secado al ambiente durante 5 dias. Una vez secos cada especie vegetal fue
pulverizada en una licuadora industrial para obtener una distribucion

homogénea de sus componentes al momento de obtener los extractos. El
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material preparado en estas condiciones fue utilizado para la obtencién de

extractos vegetales.

Tmm

Zea mays Ecotipo 1 Zea mays Ecotipo 2

Solanum nigrum Vaccinium floribundum

Amaranthus caudatus

Figura 9. Especies vegetales en estudio
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3.2 Obtencion de extractos

3.2.1 Método de Soxhlet para obtencion de extracto de maiz morado

Consistio en la extraccion de compuestos activos de los granos de maiz a

través de reflujo con un solvente adecuado, en este caso Metanol, el cual

posteriormente se elimind en el rotavapor, para asi obtener el extracto

deseado. Este debié ser mantenido en refrigeracién y alejado de luz para

conservar sus caracteristicas quimicas.

Materiales y Reactivos:

Aparato de Soxhlet

1 probeta de 250ml

Cartuchos de papel filtro de 10x10 cm
Maiz seco y pulverizado.

Metanol destilado.

Rotavapor

2 frascos de vidrio

2 pipetas paster

2 peras de goma

Ultrasonido

Acetona

Procedimiento

En cada cartucho de papel filtro se colocaron 30g de muestra.
Insertamos dentro del cilindro del aparato de Soxhlet

Se midieron 250 ml de Metanol destilado, se colocaron en los balones
del aparato de Soxhlet, se encendié el equipo a 60°C y se abrid la
toma de agua fria.

El tiempo de reflujo fue de alrededor 4 horas.

Luego se elimind el solvente en el rotavapor
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» Debido a que los extractos estaban muy densos se utilizaron 20 ml de
Acetona junto con el ultrasonido para facilitar la transferencia hacia
los frascos.

= Se colocaron los frascos por 24 horas en un lugar oscuro y a
temperatura ambiente para evaporar el solvente por completo.

» Una vez que los extractos estuvieron libres de solvente se sellaron

con parafina y se refrigeraron a 4°C

Figura 10. Rotavapor

3.2.2 Método de Macerado para la obtenciéon de extractos de Atacoy
Mortiio

Consiste en la extraccion de compuestos activos de las muestras de ataco y
mortifio a través de maceracion con un solvente polar, en este caso Metanol
durante una alrededor de wuna hora ftriturando constantemente.

Posteriormente se filtra y se almacena el extracto en refrigeracion.

Materiales y Reactivos:
= Mortero
= 1 probeta de 100ml
» Metanol destilado
= Acido Clorhidrico
» Balén de aforo de 100ml

= 1 pipeta volumétrica de 1ml
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= Papel filtro

= 1 embudo

= 1 soporte para embudo

= 1 vaso de precipitacién de 100ml

= 1 frasco de vidrio

Procedimiento

= Se pesaron 25 gramos de muestra seca y pulverizada y se coloca en
un mortero.

= Se colocaron 100ml de Metanol y se dejé macerar por una hora
moviendo constantemente.

= Una vez transcurrido el tiempo se filtré la mezcla y se almacend en

extracto obtenido a 4°C

i

ARAA

Figura 11: Preparacion y obtencién de extractos por maceracion.
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3.3 Identificacion del perfil de Compuestos fenélicos por Cromatografia

en Capa Fina Analitica

Consiste en la obtencion del patrén cromatografico de los extractos en
estudio a través de cromatografia a fin de realizar una primera aproximacion
al tipo de compuestos presentes tomando en cuenta el valor del Factor de
Retencion (Rf) y la fluorescencia de la manchas en luz UV. Por este método
se puede optimizar las fases moviles a utilizar en la cromatografia

preparativa.

Materiales y reactivos
» Placas cromatograficas de silica gel de 5x5 cm.
= 1 micropipeta
= 1 camara para cromatografia
= 100ml de una solucién de Butanol-Acido Acético-Agua (BAW) 4:1:5
= 100 ml de una solucion de Metanol-Acetato de Etilo-Acido acético
(75:24:1)
= 200 ml de Reactivo de Folin Ciocalteau
= Un atomizador plastico

= Camara de luz UV

Procedimiento

= Se tomo la placa de silica gel de 5x5 cm. y con la ayuda de la
micropipeta se sembro la muestra a 1cm del borde inferior de la placa

= Se repitid el proceso de siembra por 3 ocasiones en cada muestra
para depositar una cantidad adecuada para la separacidon
cromatografica.

» Se dejo secar por 5 minutos la placa con la muestra.

= Se introdujo la placa en la camara cromatografica que contiene el

sistema de solvente adecuado de acuerdo al tipo de extracto.



—

Figura 13. Placas

cromatogréficas vistas bajo luz

uv
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Se dejo correr la cromatografia hasta que el solvente ascienda hasta
2cm antes del borde superior.

Se marcd el frente de solvente para calcular el valor de Rf

Se dejo secar la placa.

Con la ayuda de un atomizador se rocio la placa con el reactivo de
Folin

Se calentd la placa con la ayuda de una placa calefactora.

Se marcaron las manchas y finalmente se introdujeron al interior de la

camara UV para marcar las zonas fluorescentes.

Figura 12 . Placa Cromatografica
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3.4 Separacion de Compuestos fendlicos por Cromatografia en Capa

Fina preparativa.

Con el fin de obtener los componentes identificados en la cromatografia
analitica, se prepararon placas cromatograficas y se aplicaron los extractos
vegetales. La separacion de los componentes se desarrolld6 segun el

siguiente protocolo:

Materiales y reactivos

» Placas de vidrio de 20x20 cm

= Silica gel

» Estufa

= 1 pipeta paster

= Camara cromatografica

= Espatula

» 1 vaso de precipitaciéon de 100ml
= Acetato de Etilo

= Butanol

= Bafio de Ultrasonido

= 1 embudo

= 1 erlenmeyer de 125ml|

= 1 soporte para embudo

= Papel filtro

= Balones de fondo redondo (50 mL, cuello 14.5)

= Rotavapor

Procedimiento
= Se prepararon placas de silica gel de 20x20cm y se activaron en la
estufa a 110°C por 24 horas
= Se sembré la muestra con la ayuda de una pipeta paster y algodon.
= Se corri6 la placa utilizando la mezcla ideal de solventes.

= Al finalizar la corrida del solvente se dejé secar por completo la placa.
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= Con la ayuda de una espatula cada mancha se raspd y se colocé el
polvo en un erlenmeyer de 125ml y se adicion6 un solvente
adecuado.

= Se sumergio el erlenmeyer en el ultrasonido para ayudar a la mezcla
adecuada de la silica y el solvente.

= Se filtro cada fraccion y se colocaron en balones de fondo redondo.

= Se evaporo el solvente de cada fraccidon obtenida en el rotavapor.

Figura 14. Cromatografia preparativa en placas de vidrio

3.5 Determinacion de las propiedades espectroscopicas en

espectroscopia UV

Este trabajo se realizd con el fin de obtener los espectros de cada una de las
fracciones obtenidas y asi aproximarse al perfii de compuesto fendlico
especifico tomando en cuenta su A maximo y sus caracteristicas espectrales

en general.



Guaman Bautista 40

Materiales y reactivos

Tubos eppendorf

1 piseta

1 vaso de precipitacion de 250ml

2 celdas de cuarzo

Espectrofotometro UV-VIS GENESIS Serie 10

Metanol

Procedimiento

Las fracciones obtenidas se disolvieron en metanol previa la lectura
en el espectrofotobmetro y se colocaron en tubos eppendorf
anteriormente rotulados.

Se hizo la lectura del blanco en una celda de cuarzo utilizando
metanol destilado.

Se colocd en otra celda la muestra y se realizé un barrido de
exploracion de cada una de las fracciones en un rango entre 200 a
600nm

Se obtuvo el espectro y los datos se almacenaron para su posterior

analisis.

Figura 15. Espectro UV de Ataco (Amaranthus caudatus)
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3.6 Desplazamientos batocromicos e hipsocromicos

Con el objeto de aproximarse a la identificacion de los compuesto fendlicos
presentes en cada una de las fracciones, una vez obtenidos sus espectros
se utilizaron reactivos de desplazamiento quimicos para determinar los
posibles desplazamientos de los maximos espectrales hacia regiones bato e

hipsocrémicas.

Materiales
= Tubos eppendorf
= 1 piseta
» 1 vaso de precipitacion de 250ml
= 2 celdas de cuarzo
= Metanol destilado y desecado
Reactivos de desplazamiento
= Cloruro de Aluminio al 5%
» Hidroxido de Sodio 2M
= Metdxido de Sodio
» Acetato de Sodio
= Acido Bérico
Equipo
= Espectrofotdmetro UV-VIS GENESIS Serie 10

Procedimiento

= Se prepararon los reactivos de desplazamiento en las
concentraciones citadas.

» Se realiz6 la lectura del blanco en el espectrofotémetro con metanol

= Se coloco la muestra de cada fraccion obtenida en la celda de cuarzo
y a continuacién se anadié el reactivo de desplazamiento respectivo

en las cantidades adecuadas.
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Se realizé la lectura y se comparé estos datos con los espectros de
las fracciones sin reactivos quimicos.

3.7 Determinacion de antocianos en maiz morado y mortifio (V.
floribundum) por espectroscopia UV-VIS

Considerando que los espectros de las antocianinas cambian con el pH del
medio en el que se encuentren, los extractos vegetales fueron ajustados a
pH 1 que es el valor en el cual las antocianinas presentan mas estabilidad.
Para éste efecto las muestras fueron extraidas en una solucién de Metanol
HCIl al 1% y sus espectros fueron obtenidos en un rango de 500 a 600nm.
Como reactivo de desplazamiento quimico se utilizo Cloruro de Aluminio al

5% en metanol, dado que los espectros de antocianinas desplazan de
manera caracteristica en presencia de éste
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Figura 16. Formas de los espectros UV-VIS de las antocianinas en general



Materiales y Reactivos

Metanol-HCI al 1%

Acido Clorhidrico concentrado
Capsulas de porcelana

1 balon de aforo de 100 ml
Papel filtro

1 embudo de vidrio

1 soporte para embudo
Tubos de ensayo con tapa.....
Celdas de cuarzo

1 piseta

Cloruro de Aluminio al 5%

1 vaso de precipitacion

Reactivo de desplazamiento

Cloruro de Aluminio al 5% en Metanol

Equipo:

Espectrofotometro UV-VIS GENESIS Serie 10

1 balanza analitica.

Potenciometro

Procedimiento.
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Se pesaron 30 gramos de cada muestra previamente seca y

pulverizada y se colocaron en un mortero.

Se adicionaron 50 ml de Metanol-HCI al 1%

Se agit6 la muestra con el fin de extraer sus componentes activos

Los extractos se colocaron en tubos de ensayo con tapa, previa

filtracion.

Cada muestra fue diluida en metanol para hacer la lectura en el

espectrofotometro.
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e El pH de cada extracto fue ajustado a 1 con HCI concentrado

e En una celda de cuarzo se realiz6 la lectura del blanco con Metanol
destilado

e Se colocé la muestra en otra celda y se realiz6 la lectura en un rango
de 500 a 600nm

e Se obtuvo el espectro y los maximos de absorcion fueron registrados

y almacenados en una plantilla Excel.

—

Figura 17. Extracto de Maiz Morado y Mortifio a pH 1

3.8 Analisis estadistico de datos

Los datos obtenidos a partir de las mediciones de los desplazamientos
quimicos de los maximos de absorcion de las fracciones fueron analizadas
estadisticamente con el fin de establecer patrones que los aproximen a la
estructura del compuesto fendlico con desplazamientos similares. Para el

efecto se realizé un Analisis de Componentes Principales (PCA).
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Se construyd una matriz de datos, asignando a cada desplazamiento valores
de 0 y 1 (0 corresponde a no similaridad, 1 corresponde a similaridad). Esta
base de datos se comparé con una construida a partir de los mismos
criterios, en base a datos bibliograficos de los desplazamientos y la altura
maxima de las bandas de compuestos fendlicos base. Se construyeron
dendogramas en base a esta informacién utilizando el software SCAN 6.0.
Estos graficos fueron interpretados y se logro identificar el grupo de
compuestos caracteristicos de las fracciones aisladas en funcion a su
similaridad con los desplazamientos estandar de las familias de fendlicos en

estudio.

Conclusiones

La metodologia utilizada para la obtencion de extractos permitié evidenciar
la presencia de compuestos fendlicos en las especies vegetales estudiadas.
Fue necesario hacer varias consideraciones al momento de ejecutar la
extraccion, principalmente la polaridad de los solventes y la mezcla ideal de
los mismos para la corrida cromatografica, asi como también se tuvo que
ajustar el pH para visualizar los maximos de absorcidén de las antocianinas.
El trabajo permiti6 estandarizar la técnica para identificar compuestos

fendlicos en matrices vegetales
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CAPITULO 4
RESULTADOS

4.1 Analisis de Factores de Retencién (Rf) en cromatografias analiticas

de extractos.

Los perfiles cromatograficos obtenidos permitieron establecer valores de Rf
para las manchas caracteristicas de los extractos desarrollados en diferentes

sistemas de solventes.

Rf (segun sistema de solvente)
Extracto 1 2 3 4 5
Maiz 8.9 --- 72 67 93
Ecotipo 1 15 - 84 91
22
Maiz 16 - 19 56 ---
Ecotipo 2 83 - -
8.9 84 64 69 73
Ataco 6.3 71
74
Mortifio 8.9 6.3 57 47 23
Solanum 63 38 71 56
nigrum 74 80
Mortifio 63 38 64 69 23
Vaccinium 74 82
Floribundum

Cuadro 5: Datos de Rf de manchas aisladas a través de cromatografia en capa
fina. Solvente 1: Acido acético-Cloroformo (1:9). Solvente 2: Acetato de etilo-
Benzeno (9:11). Solvente 3: Butanol-Acido acético-Agua (4:1:5). Solvente 4.
Metanol-acetato de etilo-Acido acético (75:24:1) Solvente 5: Butanol-Etanol-Agua
(4:1:2.2)
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4.2 Comparacidon de patrones espectroscopicos de los fendlicos

aislados con datos bibliograficos

Las fracciones aisladas por la metodologia descrita en 3.4 fueron estudiadas
mediante su patrén espectroscépico con reactivos de desplazamiento. Los
resultados obtenidos que se reportan a continuacion se refieren a los
maximos del espectro de absorcion UV para la solucion metandlica de las
fracciones aisladas, y los desplazamientos (A) obtenidos, tomado como base

la lectura en metanol del maximo principal.

En el Cuadro 5 se reporta el patron espectroscopico UV para las fracciones
que presentaron fluorescencia luego del desarrollo cromatografico y su

revelado mediante luz UV (A = 315 nm).

Especie | Fraccion Maximos (nm) Desplazamientos quimicos (A nm)
Principal | Subsidiario | NaOH | AICI; | NaOAc | H3BO3; | NaOMe

Solanum 1 224 264 15 2 0 0 -2
nigrum 2 228 280 10 -2 -2 0 6
Vaccinium 1 224 254 12 6 8 0 2
floribundum
Zea Mays 1 224 258 -6 2 5 0 ND
Ecotipo 1 2 226 258 10 | -2 4 0 ND
Zea Mays 1 224 256 4 2 5 0 0
Ecotipo 2
Amaranhus 1 224 260 4 28
Caudatus 2 224 260 4 | 2

Cuadro 6: Datos de maximos detectados por Espectroscopia UV vy
desplazamientos quimicos para las fracciones fluorescentes aisladas de las
especies en estudio. NaOH: Hidréxido de Sodio, AICI3: Cloruro de Aluminio, NaOAc:
Acetato de Sodio, HsBO3: Acido Boérico, NAOMe: Metéxido de Sodio. ND: no

detectable.

En el desarrollo de las cromatografias se aislaron fracciones que
presentaron coloracion en gamas violetas en la especie Amaranthus

caudatus. En este caso se realizé un trabajo similar al reportado en el cuadro
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anterior. A continuacion se reporta el comportamiento espectroscépico de
estas fracciones en metanol y los desplazamientos obtenidos utilizando los

reactivos descritos en la Seccion 3.6 Metodologia.

Especie | Fraccion Maximos (nm) Desplazamientos quimicos (A) nm
Principal | Subsidiario | NaOH | AICI; | NaOAc | H;BO; | NaOMe
Amaranhus 228 278 ND 4 ND 0 28
Caudatus 2 230 280 ND | 2 5 2 38

Cuadro 7: Datos de maximos detectados por Espectroscopia UV vy
desplazamientos quimicos para las fracciones violetas aisladas de A. caudatus.
NaOH: Hidréxido de Sodio, AICIs: Cloruro de Aluminio, NaOAc: Acetato de Sodio,
Hs;BO3: Acido Borico, NAOMe: Metdxido de Sédio. ND: no detectable.

4.3 Analisis de Componentes principales para las fracciones aisladas

de las especies en estudio.

Para el desarrollo del Analisis de Componentes Principales se construyé una
matriz de datos en base a la comparacion del patron de desplazamientos
quimicos de las fracciones fluorescentes y en la gama de violeta (para
Amaranthus caudatus) analizadas con los datos espectroscépicos
disponibles en bibliografia. La matriz de comparacion de las familias de
compuestos fendlicos utilizada para la elaboracion de esta matriz se reporta

a continuacion.
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Maximos nm Desplazamientos quimicos (A) nm

Tipo de Compuesto Amax NaOH NaOAc | AICI; NaOMe HsBO;
Flavonas 315-350 40-60 0 25-40 45-65 12-36
Flavonoles 350-385 40-60 0 40-60 45-65 12-36
Flavanonas 275-295 30-40 30-40 | 20-30 0 10-15
Isoflavonas 245-270 10-15 5-15 10-20 0 10-15
Chaconas 370-395 40-60 0 50-65 0 12-36
Auronas 385-415 40-60 0 50-65 0 12-36
Antocianinas 475-545 ND ND 15-50 0 0

Cuadro 8: Datos espectroscopicos UV y de desplazamientos quimicos
caracteristicos para las familias de compuestos fenélicos mas comunes. ND: no

detectable.

Las bases de datos construidas se reportan en los anexos 1-4 Mediante el
procesamiento de datos en el programa SCAN 6.0, se elaboraron
dendogramas con el fin de establecer patrones de similaridad entre los
resultados obtenidos con las fracciones aisladas y los datos bibliograficos.

La similaridad entre los objetos de la matriz se establece del analisis de los
graficos. Los grupos formados por las terminales de los dendogramas
presentan a los objetos con mayor similitud. De este modo es posible
relacionar los datos experimentales con los de referencia y poder aproximar
la estructura de los compuestos fendlicos aislados con los compuestos
conocidos, cuyos desplazamientos quimicos fueron obtenidos de fuentes

bibliograficas.
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Mortifio (Vaccinium floribundum y Solanum Nigrum)

Similarity

0.00 —

33.33 —

66.67 —

100.00

1 2 3 5 10 6
Observations

2. 10 Vaccinum Floribundum.

Figura 18: Dendograma de comparacion de desplazamientos quimicos de
fracciones de Mortifio con datos espectroscopicos de compuestos fendlicos. Datos

espectroscoépicos: 1 -7. Fracciones evaluadas: 8-9 Solanum Nigrum fracciones 1y

100.00

0.00 —

33.33 —

66.67 —

Fracciones fluorescentes comparadas: Maiz ecotipos 1y 2

Similarity

o

1 2 6 7 3 4
Observations

10

Figura 19: Dendograma de comparacién de desplazamientos quimicos de

fracciones de Maiz Morado con datos espectroscépicos de compuestos fendlicos.

Datos espectroscépicos 1-7. Fracciones evaluadas 8 Zea Mayz ecotipo 2.

Zea Mayz ecotipo 1 fracciones 1y 2

9-10
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Fracciones fluorescentes comparadas: Ataco

Similarity

0.00 —

33.33 —

66.67 —
100.00

1 2 6 7 3 4 5 8 9
Observations

Figura 20: Dendograma de comparacién de desplazamientos quimicos de
fracciones de Ataco con datos espectroscOpicos de compuestos fendlicos. Datos

espectroscoépicos: 1-7. 8 Ataco fraccién 1. 9 Ataco fraccién 2.

Fracciones coloreadas comparadas: Ataco

Similarity

0.00 —

33.33 —

66.67 —|
100.00

1 2 6 7 3 4 5 8 9
Observations

Figura 21: Dendograma de comparacion de desplazamientos quimicos de
fracciones coloreadas de Ataco con datos espectroscOpicos de compuestos

fendlicos. Datos espectroscoépicos: 1-7. 8 Ataco fraccién 1. 9 Ataco fraccion 2.
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4.4 Analisis de Antocianinas en extractos totales de Zea Mays y

Vaccinium Floribundum

Los extractos obtenidos por maceracion a pH controlado como se describe
en 3.7 fueron estudiados mediante su patron espectroscopico con Cloruro de
Aluminio. Esta estrategia se asumi6 debido a que los maximos de absorcion
de las antocianinas desplazan de manera caracteristica en presencia de éste
reactivo. Los resultados obtenidos que se reportan a continuacion se refieren
a los maximos del espectro de absorcion UV para la solucion metandlica de
los extractos obtenidos, y los desplazamientos (A) con Cloruro de Aluminio
obtenidos, tomado como base la lectura en metanol del maximo principal.

En el Cuadro 9 se reporta el patron espectroscépico UV para los extractos

de las especies Zea Mays ecotipos 1y 2 y Vaccinium Floribundum

Especie Maximos (nm) Desplazamientos
quimicos (A)
Principal | Subsidiario AICl,

Zea Mays 534 228 16
Ecotipo 1

Zea Mayz 534 228 16
Ecotipo 2

Vaccinium 534 232 18
Floribundum

Cuadro 9: Datos de maximos detectados por Espectroscopia UV vy
desplazamientos quimicos para los extractos totales obtenidos de las especies en

estudio. AICI3: Cloruro de Aluminio,

4.5 Identificacion de antocianidinas para las fracciones aisladas de Zea

mays ecotipos 1y 2y Vaccinium floribundum

Para el desarrollo del Analisis de Antocianinas se construy6é una matriz de
datos en base a la comparacion del patrén de desplazamientos quimicos en
presencia de Cloruro de aluminio de las antocianidinas analizadas con los
datos espectroscépicos disponibles en bibliografia.

La matriz de comparacion de las antocianidinas se reporta a continuacion.
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CARACTERISTICAS ESPECTRALES DE LAS ANTOCIANINAS
Esqueleto Metanol-HCI A,,.x AICI; (AA nm)
Hirsutidina 536 0
Malvidina 542 0
Petunidina 543 24
Delfinidina 546 23
Rosinidina 524 0
Peonidina 532

Cianidina 535 18
Pelargonidina 520

Luteolinidina 493 52
Apigenidina 476 0

Cuadro 10: Datos espectroscopicos UV y de desplazamientos quimicos

caracteristicos para las Antocianinas mas comunes. ND: no detectable Fuente:

Harborne 1957

A continuacion se presentan los espectros de absorcion de los extractos que

contienen antocianinas. En el grafico se comparan los espectros obtenidos

sin adicion de HCl y con el ajuste a pH 1, donde se evidencia el maximo de

absorcion caracteristico de antocianinas.
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Espectro Maiz 1_M

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

longitud de onda

maiz1

maiz 1 sin HCI maiz 1 ph cont ‘

Figura 21: Espectro de absorcion UV de antocianinas identificadas en Zea Mays,

ecotipo 1

Espectro Maiz 2 M

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

longitud de onda

maiz2 maiz2 sin HCI maiz2 ph cont ‘

Figura 22: Espectro de absorcion UV de antocianinas identificadas en Zea Mays,

ecotipo 2.
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Espectro Mortino2_M

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

longitud de onda

‘—mortiﬁo mortifio sin HCI mortifio ph cont ‘

Figura 23: Espectro de absorcion UV de antocianinas identificadas en Vaccinium
floribundum.
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CAPITULO 5

DISCUSION

5.1 Anadlisis de Rf de los perfiles cromatograficos de las fracciones

obtenidas de los extractos en estudio.

El estudio de los factores de retencion de los extractos obtenidos para este
trabajo permitié establecer el sistema de solventes adecuado para realizar
las cromatografias preparativas y la separacién en fracciones de las
mezclas. Los extractos de maiz ecotipo 1 y 2 presentaron la mejor resolucion
en el sistema Acido acético-Cloroformo (1:9) (Ver cuadro 5).

El extracto de Ataco presenta una mejor separacion en Butanol-Acido
acético-Agua (4:1:5). Los extractos de Mortifio V. Floribundum y S. Nigrum
presentaron mejor separacion en los sistemas Butanol-Acido acético-Agua
(4:1:5) y Butanol-Etanol-Agua (4:1:2.2).

El sistema de solventes BAW se reporta en varios trabajos similares como la
mezcla de solventes ideal para la separaciéon de compuestos fendlicos. El
protocolo de extraccion e identificacion de flavonoides por TLC sugiere la
utilizacion BAW (Butanol-Acido Acético-Agua) como solvente recomendado
en proporcion 4:1:5, dado que presenta una mejor separacion de

fracciones (Harborne, 1998).

5.2 Comportamiento de los reactivos de desplazamiento en moléculas

organicas.

Los reactivos de desplazamiento quimico se utilizan ampliamente como una
estrategia preliminar para la identificacion de compuestos quimicos. Se
presentan reacciones quimicas especificas entre los reactivos de

desplazamiento y moléculas con un elevado grado de conjugacion; es decir,
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dobles enlaces alternados. Las reacciones también se evidencian en los

grupos hidroxilo, caracteristicos de los compuestos fendlicos.

5.2.1 Reaccion de desplazamiento con Acido Bérico

El H3;BO3; en medio alcalino forma quelatos con hidroxilos fendlicos en
posicion relativa orto. La formacion del quelato produce desplazamiento
batocromico. Las isoflavonas, flavanonas y flavononoles orto-dihidroxiladas

muestran desplazamiento batocromico de 10-15nm.

HsBOs (exc.)

5.2.2 Reaccion de desplazamiento con Cloruro de Aluminio

El AICI3 anhidro también forma quelatos con flavonoides orto-dihidroxilados,
3-

hidroxilados y 5-hidroxilados. Por lo anterior, si al determinar el espectro con
AICI3 se mantiene un desplazamiento batocrémico de 0-30nm se trata de

una isoflavona o un flavonol 5-hidroxilado. (Markham, 1982)

Ademas los colores y por tanto las formas espectrales de las antocianinas
cambian en presencia de los iones de hierro y Aluminio ya que pueden
formar complejos con los sustituyentes hidroxilo de las antocianinas. El
acomplejamiento en la posicion 3 tiene un efecto batocromico dado que los
metales pueden generar un flujo de electrones sobre las antocianinas. (Saito
y Harborne, 1983)
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5.3 Comportamiento de las fracciones de extractos estudiados con

reactivos de desplazamiento.

Con el fin de evaluar las caracteristicas de los grupos cromoforos de los
compuestos fendlicos aislados en las fracciones mediante desplazamientos
batocromicos e hipsocromicos, se desarrollo el estudio del comportamiento
de los maximos UV de las fracciones puras y con reactivos de

desplazamiento.

Las fracciones estudiadas fueron aquellas que presentaron fluorescencia al
ser irradiadas con luz UV, luego de la separacion cromatografica. El
comportamiento de estas fracciones se debe a la presencia de fendlicos
(Harborne, 1998). Los maximos de las fracciones y su comportamiento con
reactivos de desplazamiento es reportado en el cuadro 6 (ver Resultados).
Con los datos obtenidos se establecié una base de datos para realizar la
comparacién con datos bibliograficos y aproximarse al tipo de compuestos

fendlicos aislados.

En la especie A. caudatus se aislaron fracciones coloreadas, las cuales
fueron estudiadas con el fin de investigar la presencia de antocianinas. El
resultado de este estudio no fue concluyente, por lo que los datos obtenidos
no evidencian la presencia de antocianinas, segun los desplazamientos

quimicos obtenidos.
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5.4 Estudio de antocianinas en extractos totales de las especies en

estudio.

Los pigmentos de antocianina sufren cambios estructurales reversibles con
los cambios de pH manifestados por el cambio de su espectro de absorcion.
Giusti y Ronald presentan en su trabajo de investigacion, un protocolo de
extraccion de antocianinas a pH diferencial, previa maceracién de la
muestra a temperatura ambiente con Metanol-HCI al 0.1% y posterior
filtrado con papel filtro Wathman N.1. La transformacién estructural del
croméforo de antocianinas extraidas bajo éstas condiciones se analiza

mediante espectroscopia UV visible (Giusti y Ronald, 2001)

5.5 Identificacion de compuestos fendlicos en las fracciones obtenidas

de los extractos por Analisis de Componentes Principales

El Analisis de Componentes Principales (PCA) forma parte de las estrategias
de Analisis Multivariante de Datos. El objetivo de estas técnicas es
desarrollar una exploracion de un grupo de objetos, descritos mediante un
cierto numero de variables, buscando la relacion entre objetos y variables
(Forina et al, 1993).

En el caso de estudio desarrollado, los objetos fueron las diferentes
fracciones obtenidas de los extractos, y las variables, los desplazamientos

de los maximos UV, obtenidas por reactivos de desplazamiento quimico.

La construccion de la matriz de objetos incluyd desplazamientos quimicos
caracteristicos de compuestos fendlicos conocidos, con el fin de establecer

la similaridad de los objetos en estudio con los de referencia.

En general una medida de similaridad entre dos objetos S y t tiene las
siguientes propiedades
0=<Si=<1
Sss=1
Sst= Sts
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Una de las distancias mas utilizada en quimiometria es la distancia

euclidiana, la cual se calcula con la siguiente expresién. (Todeschini, 1995)

n

Vo= @)+ (2= @)+ 4 (Pa = 0a)2 = | D (0 — @)

i=1

En base a esta informacion, se construyd una matriz en la cual se asignaron
valores a las distancias entre los desplazamientos obtenidos para las
fracciones y los desplazamientos de referencia. Este trabajo nos permitio
construir un dendograma en el cual se evidenciaron agrupamientos en
funcién de las fracciones que presentaron mayor similaridad con los
compuestos de referencia. Los agrupamientos permiten identificar a las
fracciones obtenidas que tienen mayor similitud con los datos de

desplazamiento de los compuestos de referencia.
El analisis de los dendogramas obtenidos nos permitié establecer que los

compuestos aislados pertenecen al grupo de las isoflavonas, cuya estructura

quimica presenta un esqueleto como el que se muestra a continuacion.

G Isoflavonas

Genisteina — 5, 7,4"-ri-COH
Orohiol - 5,74 5-tetra-CH
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5.6 Identificacion de antocianinas por analisis de desplazamientos

quimicos en extractos totales de Zea Mays y Vaccinium Floribundum

Para identificar las antocianinas presentes en los extractos de las especies
Z. mays y V. floribundum, se estudiaron sus desplazamientos con Cloruro
de Aluminio. Las antocianidinas estan quimicamente basadas en una
estructura aromatica comun. Las diferencias estructurales radican en la
adicién o substraccion de grupos hidroxilos o por metilacion o glicosilacion
(Harborne, 1998).

En los extractos estudiados se determind la presencia de cianidina, por el
desplazamiento de 18 nm con el reactivo AICl;. Este desplazamiento

coincide con los datos reportados en bibliografia (ver cuadro 10).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Con el presente estudio obtenemos las siguientes conclusiones vy

recomendaciones:

1. Mediante un estudio que combina técnicas cromatograficas y
espectroscopicas se ha logrado identificar los grupos de compuestos
fendlicos mayoritarios presentes en especies nativas de uso

alimentario en nuestra region

2. El uso de reactivos de desplazamiento quimico para identificar
compuestos fendlicos es una herramienta asequible a las condiciones
de trabajo de los laboratorios y que, mediante la ayuda de técnicas
estadisticas multivariantes, puede conducir a la identificacion de

estructuras caracteristicas de compuestos fendlicos.

3. En las especies en estudio se determind la presencia de isoflavonas y
se caracterizaron las antocianidinas de Zea mays y Vaccinium
floribundum. En estas ultimas especies se identifico a cianidina como

la antocianidina mayoritaria.

4. Por el interés que involucra el estudio y caracterizacion de las plantas
con usos tradicionales en nuestra region, los resultados obtenidos en
este trabajo son relevantes pues nos permiten identificar a éstas
plantas como fuente de compuestos fendlicos. Estos compuestos
estan relacionados con actividad bioldgica beneficiosa para la salud
de los consumidores, por lo cual este estudio puede utilizarse como

una base para potenciar el uso de éstas especies tradicionales.

5. Se recomienda continuar con estudios similares en especies
vegetales y ampliar su ambito hasta llegar a la identificacion

estructural de los compuestos fendlicos aislados.
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6. El presente estudio es complementado con otro trabajo realizado en
la Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad del Azuay. Este
trabajo se enfoca a la actividad antioxidante de las plantas referidas

en este analisis.
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ANEXOS

Anexo 1:

Matriz de datos en base a la comparacion del patron de
desplazamientos quimicos y maximos de absorcién de Solanum

Nirgrum y V. Floribundum Fracciones Fluorescentes

Nombre 250- 275- 315- 350- 385- NaOMe NaOAc H;BO; AICI3

270nm 295nm | 350nm 385nm 415nm 0-40nm 5-20nm 12-36 25-40

1 Flavonas 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1
2 Flavonoles 1 0.4 0 1 0 0 1 1 1 0
3 Flavanonas 0 1 0.3 0 0 0 0 0 0 0
4 | Flavononoles 0 1 0.3 0 0 0 0 0 0 0
5 Isoflavonas 1 0 0.25 0 0 0 1 0 0 0
6 Chalconas 0.5 0 0 1 0 0 0 1 0 1
7 Auronas 0.3 0.3 0 0 1 0 0 1 0 1
8 mo1 f1 04 0.2 0 0 0 0 0 0 0 0
9 mo1 2 0.05 0.16 0 0 0 0 0 0 0 0
10 mo 2 f1 0.63 0.5 0.2 0 0 0 1 0 0 0

o
-—
o
o
o

Flavonas
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Anexo 2:

Matriz de datos en base a la comparacion del patron de

desplazamientos quimicos y maximos de absorcion de Zea Mays

ecotipos 1y 2 Fracciones Fluorescentes

Nombre 250- 275- 315- 350- 385- NaOMe
270 295 350 385 415 0-40
1 | Flavonas 1 0 1 0 0 0 1 1 1
2 | Flavonoles 1 0.4 0 1 0 0 1 1 1
3 | Flavanonas 0 1 0.3 0 0 0 0 0 0
4 | Flavononoles 0 1 0.3 0 0 0 0 0 0
5 | Isoflavonas 1 0 0.25 0 0 0 1 0 0
6 | Chalconas 0.5 0 0 1 0 0 0 1 0
7 | Auronas 0.3 0.3 0 0 1 0 0 1 0
8 | maiz 2 1 0.12 0 0 0 1 1 0 0
9 | maiz 1 f1 0.85 0.07 0 0 0 0 1 0 0
10 | maiz 1 f2 1 0.13 0 0 0 0 0 0 0

Nombre NaOH AICI3 | NaOH

40-60 40-60 | 30-40
1 | Flavonas 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0
2 | Flavonoles 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
3 | Flavanonas 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1
4 | Flavononoles 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
5 | Isoflavonas 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1
6 | Chalconas 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
7 | Auronas 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
8 | maiz 2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
9 [ maiz 1 f1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
10 | maiz 1 but 2 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
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Anexo 3:

Matriz de datos en base a la comparacion del patron de

desplazamientos quimicos y maximos de absorcion de Amaranthus

Caudatus Fracciones Fluorescentes

Nombre 250- 275- 315- 350- 385- NaOMe NaO Ac H3BO3
270 295 350 385 415 0-40 5-20 12-36
1 | Flavonas 1 0 1 0 0 0 1 1 1
2 | Flavonoles 1 04 0 1 0 0 1 1 1
3 | Flavanonas 0 1 0.3 0 0 0 0 0 0
4 | Flavononoles 0 1 0.3 0 0 0 0 0 0
5 | Isoflavonas 1 0 0.25 0 0 0 1 0 0
6 | Chalconas 0.5 0 0 1 0 0 0 1 0
7 | Auronas 0.3 0.3 0 0 1 0 0 1 0
8 | ataco 2 1 0.01 0 0 0 0 0 0 0
9 | ataco f1 1 0.1 0 0 0 1 0 0 0

AcNa AICI3 AICI3 MeNa AcNa H3BO3

30-40 0-20 60 0-12
1 | Flavonas 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0
2 | Flavonoles 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
3 | Flavanonas 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1
4 | Flavononoles 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
5 | Isoflavonas 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1
6 | Chalconas 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
7 | Auronas 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
8 | ataco 2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
9 | ataco f1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
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Anexo 4:
Matriz de datos en base a la comparacion del patron de

desplazamientos quimicos y maximos de absorcion de Amaranthus

Caudatus Fracciones Moradas

Nombre 250- 275- 315- 350- 385- 475- NaOMe NaO Ac | H3BO3
270 295 350 385 415 515 0-40 5-20 12-36

1 | Flavonas 1 0 1 0 0 0 0 1 1
2 | Flavonoles 1 04 0 1 0 0 0 1 1
3 | Flavanonas 0 1 0.3 0 0 0 0 0 0
4 | Flavononoles 0 1 0.3 0 0 0 0 0 0
5 | Isoflavonas 1 0 0.25 0 0 0 0 1 0
6 | Chalconas 0.5 0 0 1 0 0 0 0 1
7 | Auronas 0.3 0.3 0 0 1 0 0 0 1
8 | atcof1_ M 0.8 0.6 0.5 0.25 0.2 0.025 1 0 0
9 | ataco f2_M 1 0.88 0.8 0.4 0.25 0.05 1 1 0

Nombre AICI3 AICI3 AICI3 | NaOH ‘ NaOH

25-40 0-20 40-60 | 30-40 10-15
1 | Flavonas 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0
2 | Flavonoles 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0
3 | Flavanonas 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
4 | Flavononoles 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
5 | Isoflavonas 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0
6 | Chalconas 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
7 | Auronas 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
8 | atcof1_M 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
9 | atacof2 M 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
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Anexo 5:
Matriz de datos de Antocianinas en base a la comparacién del patrén

de desplazamientos quimicos y maximos de absorcién de Zea mays

ecotipos 1y 2 y Vaccinium Floribundum.

1 | Hirsutidin 0.5 0.25 0.1 0.1 0.2 1 0
2 | Malvidin 0.5 0.25 0.1 0.1 0.2 1 0
3 | Petunidin 0.5 0.25 0.1 0.1 0.2 1 24
4 | Delphinidin 0.5 0.25 0.1 0.1 0.2 1 23
5 | Rosinidin 0.5 0.25 0.1 0.1 0.2 1 0
6 | Peonidin 0.5 0.25 0.1 0.1 0.2 1 0
7 | Cyanidin 0.5 0.25 0.1 0.1 0.2 1 18
8 | Pelargonidin 0.5 0.25 0.1 0.1 0.2 1 0
9 | Luteolinidin 0.5 0.25 0.1 0.1 0.2 1 52
10 | Apigeninidin 0.5 0.25 0.1 0.1 0.2 1 0
11 | maiz1f1_M 0.25 0.27 0.25 0.26 0.2 1 16
12 | maiz2f1_M 0.6 0.7 0.5 0.5 0.25 0.7 16
13[mo2f1_M 0.76 0.67 04 0.25 0.18 0.5 18
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Anexo 6:
Espectro de absorcién UV de Solanum Nigrum Fraccién 1.

Fluorescente.

Espectro Mortifio 1 F1

absorbancia

200 220 240 260 280 300 320

longitud de onda

— Solo — NaOH AICI3 —— AcNA — metdxido na

Anexo 7:
Espectro de absorcién UV de Solanum Nigrum Fraccién 2.

Fluorescente.

Espectro Mortiiio 1 F2

3.5
3
25
2
1.5
1

absorbancia

0.5

0 ‘______/\_/_\7
0.5

longitud de onda

‘— SOLO — NAOH —— ALCL3 —— ACNA Metéxido de Na
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Anexo 8:
Espectro de absorciéon UV de Vaccinium Floribundium Fraccion 1.

Fluorescente.

Espectro Mortifio 2 1

N w
N T w o

—_
a

absorbancia

©
gl =

o

200 220 240 260 280 300 320

longitud de onda

—SOLO — NAOH — ALCL3 ac na — H3BO3

Anexo 9:
Espectro de absorciéon UV de Amaranthus Caudatus Fraccion 1.

Fluorescente.

Espectro Ataco F1

absorbancia

200 220 240 260 280 300 320

longitud de onda

e 50lo =——NaOh ACI3 ———H3BO3 -~ AcNA —— metoxido de na
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Anexo 10:

Espectro de absorciéon UV de Amaranthus Caudatus Fraccion 2.

Fluorescente.

absorbancia

Espectro Ataco F2

longitud de onda

= 50l0 = naoh AIC33 ——H3BO3

Anexo 11:
Espectro de absorciéon UV de Zea Mays, ecotipo 1 Fraccioén 1.
Fluorescente.

absorbancia

Espectro Maiz 1 F1

200 220 240 260 280 300 320

longitud de onda

= SOLO ——NAOH ALCL3 ——ACNA ——metoxido de na




Guaman Bautista 75

Anexo 12:
Espectro de absorciéon UV de Zea mays, ecotipo 1 Fraccién 2.

Fluorescente

Espectro Maiz 1 F2

absorbancia

e

longitud de onda

SOLO NAOH ALCL3 ACNA metoxido de na

Anexo 13:
Espectro de absorciéon UV de Zea Mays, ecotipo 2 Fraccion 1.

Espectro Maiz 2

Absorbancia

Longitud de onda

——solo ——NaOH AICL3 ——H3B0O3 —— AcNa —— metoxido na
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Anexo 14:
Espectro de absorcién UV de Amaranthus Caudatus Fraccion 1. Violeta

Espectro Ataco F1_M

absorbancia

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

longitud de onda

solo AICI3 ——AcNa

H3BO3 ——metoxido de na ‘

Anexo 15:
Espectro de absorciéon UV de Amaranthus Caudatus Fraccion 2. Violeta

Espectro Ataco f2_M

absorbancia

200 300 400 500 600 700

longitud de onda

—solo AICI3 —— AcNa — H3B0O3 — metoxido de na




