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RESUMEN 
Evaluación teórica y experimental de las propiedades fisico-químicas de los 

pigmentos nativos y lipofilizados de la hibiscus sabdariffa l. 
 

Los antocianos son pigmentos fenólicos que se obtienen de flores y frutos; se 

caracterizan por cambiar de color dependiendo del pH de la solución acuosa, y por ser 

hidrosolubles. La baja lipo-solubilidad es un obstáculo para su aplicación en la 

industria, que se ha superado, recientemente, con la lipofilización química y 

enzimática. Los productos del primer tipo de reacción, mostraron pérdida del color y 

dificultad para su purificación. Mientras que los productos de la segunda, conservaron 

el color, y la facilidad en su purificación permitió su caracterización físico-química. Por 

estas razones, se buscó una explicación a la pérdida de color de los productos de la 

lipofilización química, empleando metodologías computacionales (TD-DFT). Además 

se lipofilizó enzimáticamente a la delfinidina 3-O-sambubiósido (DpS), extraida de la 

flor de jamaica, y se calcularon las propiedades físico-químicas del nuevo pigmento. 

La extracción y fraccionamiento de la DpS, se realizó por baño ultrasónico y SPE, 

respectivamente. Mientras que, la lipofilizaión enzimática se realizó con CalB y ácido 

octanóico en 2-metil-2-butanol. La reacción fue seguida por HPLC-DAD/MS, mientras 

que la elucidación estructural se determinó por RMN 1H y 13C. Cuyos resultados 

mostraron la selectividad de la enzima por el hidroxilo primario en la glucosa del 

antociano. El coeficiente de particón octanol-agua demostró el cambio de solubilidad 

contrastante entre la DpS y su éster. Las propiedades termodinámicas realizadas por 

saltos de pH mostraron una estabilización de la base quinoidal del éster del antociano 

a pH neutro o alcalino. Por otro lado, en los estudios computacionales, la metodología 

DFT:B3LYP/6-31++G(d,p) mostró la mejor correlación con los datos de difracción de 

rayos X; mientras que, la metodología TD-DFT:B3LYP/6-31++G(d,p) describió mejor 

los estados excitados de la moléculas estudiadas. Mostrando que la lipofilización en la 

glucosa del antociano afecta en menor grado las propiedades colorantes del éster. Así 

pues, la lipofilización enzimática cambia la solubilidad y propiedades físico-químicas 

del nuevo pigmento con uso potencialmente mayor. 

Palabras clave: antocianos, lipofilización, TD-DFT 
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ABSTRACT 
Theoretical and experimental phisical-chemical properties of the native and 

lipophilized pigments from Hibiscus sabdariffa L. 
 
Anthocyanins are phenolic pigments obtained from flowers and fruits, which main 

characteristics are their changes in structure in function of pH in aqueous solution, and 

high hydrosolubility. Its low lipophilicity difficult their use as pigments in industry. This 

obstacle has been recently changed by chemical or enzymatic lipophilization. The 

products from the chemical reaction lost their color and were not isolated. Meanwhile, 

the products from the enzymatic reaction mantaned their color and pufication was 

possible for a physical-chemical characterization. For this reasons, this work focusses 

on searching for TD-DFT methodologies to explain the color loss from the chemical 

lipophilization products. Also this work objective is to lipophilize enzymatically the 

delphinidin 3-O-sambubioside (DpS), extracted from hisbiscus flower, and characterize 

the new anthocyanin-ester physical-chemical properties. Anthocyanin extraction and 

fractionation were performed by ultrasonic assisted extraction and SPE, respectively. 

While, the enzymatic lipophilization was carried out with CalB and octanoic acid in 

2M2B media. The reaction was followed by HPLC-DAD/MS, while the structural 

elucidation was done by HPLC/MS and 1H y 13C NMR. Which confirmed that selective 

reaction occurred on the primary alcohol of the glucose moiety. The octanol index 

proved the change of solubility between DpS and its ester. The new anthocyanin-ester 

thermochemical propeirties performed by pH jumps shown a quinoidal base 

stabilization at neutral or alkaline pH; besides a less tendency to hydration. In other 

way, the computational estudies, the DFT:B3LYP/6-31++G(d,p) theoretical 

methodology provided the geometric structure which fits better with the X-ray diffraction 

data. While TD-DFT:B3LYP/6-31++G(d,p) methodology was the one that better 

explains the excited states in the studied molecules. Displaying that a lipophilization on 

the sugar moiety has less effect on the anthocyanin-ester chromatic features. 

Alltogeter, the enzymatic lipophilization can change the anthocynin solubiity and its 

phisical-chemical properties to obtain pigments with higher potential use.  

Keywords: anthocyanins, lipophilization, TD-DFT 
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INTRODUCCIÓN 
 

El sentido de la vista tiene gran peso sobre las elecciones que se toman en cualquier 

aspecto. Se emplea este sentido para evaluar los productos de uso cotidiano, ya que 

los criterios de aceptación y rechazo de estos se basan, en primera instancia, en el 

aspecto y el color. Al evaluar el  color también se evalúa si un producto posee la calidad 

requerida, o si esta concuerda con los estándares inconscientes esperados. Así, por 

ejemplo, una carne de color azul será rechazada de inmediato, ya que esta coloración 

esta fuera de lo preconcebido para la carne en buen estado.  Los productos de uso 

cotidiano pueden ser aceptados o rechazados dependiendo de su color (Burrows, 

2009). Los colorantes han sido empleados desde miles de años para mejorar o 

enmascarar el aspecto de los alimentos, hasta llegar al grado de adulterarlos. Esto 

llevó a crear leyes que regularan el uso de compuestos tóxicos que alteraran el color 

de los alimentos. Por otro lado, la producción de colorantes sintéticos pudo reemplazar 

las sales de metales empleadas y prohibidas por estas leyes, además de proporcionar 

colorantes más baratos y con más potencia que los colorantes naturales empleados 

en ese momento. 

 

Los colorantes sintéticos son empleados popularmente debido a su bajo costo, alto 

poder colorante y estabilidad química. Mientras que los colorantes naturales pueden 

ser obtenidos de plantas, animales, minerales y microorganismos (Sigurdson, Tang, & 

Giusti, 2017).  

 

Por décadas gran cantidad de aditivos alimentarios han sido empleados, sin embargo, 

algunos de estos han sido prohibidos por organizaciones reguladoras como la EFSA 

(por sus siglas en inglés de European and Food Safety Authority) y la FDA (por sus 

siglas del inglés de Food and Drug Administration). Estas organizaciones se ocupan 

de asegurar la calidad y seguridad de los alimentos, como también de promover y 

proteger la salud humana. Dichas organizaciones han prohibido el uso de algunos 

aditivos sintéticos y de origen natural (Martins, Roriz, Morales, Barros, & Ferreira, 

2016). Por otro lado algunos pigmentos están dejando de ser empleados, debido a que 



                
                 
 
 
FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

 2 

los consumidores evitan consumir dichos compuestos y están forzando a las empresas 

a recurrir a nuevos compuestos (Coultate & Blackburn, 2018). 

 

Según la FDA, en el Código de Regulaciones Federales (CFR, por sus siglas del inglés 

de Code of Federal Regulations), título 21, parte 70, un aditivo colorante es “cualquier 

material, no exento bajo la sección 201 (t) de la ley, que sea un tinte, pigmento u otra 

sustancia hecha por un proceso de síntesis o artificio similar, o extraída, aislada o 

derivada de otro modo, con o sin intermedio o final cambio de identidad, de una fuente 

vegetal, animal o mineral u otra y que, cuando se agrega o aplica a un alimento, 

medicamento o cosmético o al cuerpo humano o cualquier parte del mismo, es capaz 

(solo o mediante reacción con otra sustancia) de impartirle un color (CFR, 2018)”. 

 

La problemática actual en el campo de los pigmentos se plantea encontrar a aquellos 

que puedan sustituir a los sintéticos, que cada vez cuentan con más restricciones. Esta 

disminución en los colorantes permitidos para el consumo humano se debe a que 

algunos de estos se han asociado a toxicidad a corto y mediano plazo. Dentro de las 

afecciones asociadas se encuentran al deterioro de la salud, posibles efectos 

carcinogénicos y enfermedades como el cáncer  o hiperactividad en niños (Coultate & 

Blackburn, 2018; Martins et al., 2016). Esto último podría suceder en niños con 

susceptibilidad a la hiperactividad, lo que podría también elevarse con el consumo de 

amarillo quinolina WS, amarillo atardecer FCF, carmoisina, ponceau 4R, rojo alura y 

tartrazina. Con respecto a esta última, trae consigo, por ejemplo, síntomas de eczema 

y asma en 0.01 a 0.1% de los infantes (Coultate & Blackburn, 2018; McCann et al., 

2007). Estos colorantes siguen siendo permitidos en la Unión Europea (UE) y en los 

Estados Unidos de Norteamérica (USA), ya que la FDA concluyó que “No se ha 

establecido una relación causal entre la exposición a los aditivos de color y la 

hiperactividad en niños de la población en general”. 

 

Sin embargo, otros colorantes que han sido inaceptables por el público en la UE, como 

el azul FD&C No. 1 y No. 2, son usados ampliamente en USA. 
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Los antocianos son colorantes naturales de bebidas y alimentos y son permitidos en 

la Unión Europea (E163), Japón, USA y otros países. Además, los datos científicos 

apoyan que los antocianos no reportan ser nocivos a la salud humana. Por el contrario, 

el consumo de los antocianos está ligado a beneficios hacia la salud relacionados con 

efectos anti inflamatorios, anti-cancerígenos y neurodegenerativos. Los antocianos se 

han visto con un gran potencial como colorantes alimentarios, lo que ha llevado a la 

búsqueda de flores y plantas comestibles que contengan a estos pigmentos (Coultate 

& Blackburn, 2018).  

 

 

ANTECEDENTES 
 

POLIFENOLES 
 

Los polifenoles son compuestos naturales producidos como metabolitos secundarios 

de las plantas. Se les conoció por mucho tiempo como taninos y se les ha relacionado 

con el sabor amargo de los vegetales. La definición de polifenoles se refiere a las 

sustancias que contengan en su estructura monomérica un número grande de mono, 

di y/o hidroxifenilos. Una forma de clasificar a los polifenoles es en taninos 

condensados (proantocianidinas), galotaninos y elagitaninos (taninos hidrolizables) y 

por último en florotaninos (Quideau, Deffieux, Douat-Casassus, & Pouységu, 2011).  

 

Una de las primeras aplicaciones que se les dio a los taninos fue la del encurtido de 

pieles. Hoy en día se sabe que estos compuestos están presentes en gran cantidad 

de vegetales y tienen diversas aplicaciones en la actividad humana (Quideau et al., 

2011). Algunas de estas aplicaciones van enfocadas al efecto fisiológico en el que 

algunos grupos de compuestos destacan por sus propiedades antioxidantes, 

antimutagénicas y/o antitumorales (Othman, Ismail, Abdul Ghani, & Adenan, 2007). 

Por otro lado, las propiedades antioxidantes y antibacterianas de los polifenoles se 

emplean en la ciencia y tecnología de alimentos (Higginbotham, Burris, Zivanovic, 

Davidson, & Stewart, 2014a; Larraín, Krueger, Richards, & Reed, 2008). Mientras que 
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en el campo de la cosmética, se han aplicado como bloqueadores solares (Cheetham 

& Banister, 2000). 

 

Además de la clasificación previamente descrita, los polifenoles comúnmente se 

clasifican en no flavonoides y flavonoides (Cheynier, 2005). 

 

NO FLAVONOIDES 
 

Este grupo está formado por estilbenos y ácidos fenólicos. El primer subgrupo incluye 

moléculas derivadas de los estilbenos, como los olígomeros de estilbenos, elagitaninos 

y ligninas. Por otra parte, el subgrupo de los ácidos fenólicos se divide en ácidos 

benzóicos y cinámicos (Cheynier, 2005). 

 

FLAVONOIDES 
 

Los flavonoides poseen una estructura que comparte dos anillos fenólicos y un 

heterociclo con oxígeno y se dividen en diferentes subfamilias. Estas subfamilias son 

los flavonoles, los flavanoles y los antocianos, entre otros. En la Figura 1, se observa 

la estructura base de los flavonoides, 2-fenil-benzopirona (Cheynier, 2005).  

 

 
Figura 1. Estructura base de los flavonoides, 2-fenil-benzopirona. 

 
 

ANTOCIANOS 
 
Grupo perteneciente a los flavonoides, el cual tiene importancia debido a los colores 

que confieren estos compuestos a las flores y frutas. Los antocianos son el grupo más 
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importante de pigmentos naturales. La coloración de los antocianos puede abarcar 

desde el rosa o rojo intenso hasta el violeta y el azul (Marston & Hostettmann, 2006). 

Los antocianos tienen una estructura derivada del la sal  2-fenil benzopirilio (flavilio), 

que en la naturaleza siempre se encuentra glicolisilada y, a la vez puede estar poli-

hidroxilada o poli-metoxilada. Además, algunos antocianos presentan acilación con 

ácidos fenólicos en el grupo glicosilo (Brouillard, 1982). Por lo general, los antocianos 

están glicosilados en el C3 del anillo C, mientras que los antocianos sin glicosilación 

en esta posición se les conoce como aglicón, los cuales son más inestables en solución 

acuosa. Existen seis principales antocianidinas (agliconas), las cuales se diferencian 

entre sí por el grado de hidroxilación y metoxilación en el anillo B (Figura 2). 

 

 
Figura 2. Estructura de los principales antocianos. 

 

El grado de hidroxilación o metoxilación afectan el espectro de absorsión UV-vis de los 

antocianos. Es así, que al aumentar el número de sustituciones se obtiene un efecto 

batocrómico, lo que significa un desplazamiento de color hacia longitudes de onda más 

altas (Sigurdson, Robbins, Collins, & Giusti, 2018).  

 

Otro grupo menor pertenenciente a los antocianos es el de las deoxiantocianinas o 3-

deoxiantocianinas. Las cuales no presentan hidroxilación o glicosilación en el C3 del 

anillo C; por lo que presentan más estabilidad y menos propensión a la hidratación, en 

comparación con los antocianos comunes (Xiong, 2019). 

 

 

 

Antocianidinas R1 R2

Pelargonidina H H

Cianidina H OH

Delf inidina OH OH

Peonidina OMe H

Petunidina OMe OH

Malvidina OMe OMe

1´

2´
3´ 4´

5´

6´

1

2

34a
45

6

7
8

8a

A

B

C
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PROPIEDADES DE COLOR DE LOS ANTOCIANOS  
 

Los antocianos son compuestos que presentan diferente forma dependiendo del pH 

de la solución acuosa en la que se encuentren. Cada estructura refleja un color 

diferente o ninguno. Cada color puede indicar la estructura predominante en el 

equilibrio químico de dicha solución; a estas transformaciones estructurales se les 

conoce como equilibrio termodinámico (Figura 3) (Brouillard, 1982; Pina, 1998). Este 

equilibrio, a pH es menor de 1 se inclinará hacia la protonación del antociano, con lo 

que se obtendrá una coloración roja (forma flavilio). Cuando el pH se eleva a más de 

1, se pueden llevar a cabo dos reacciones. La primera es la desprotonación del 

antociano para dar lugar a la base quinoidal (color azul), y la segunda es la hidratación 

del antociano para dar lugar al hemiacetal (incoloro). Una vez que se haya formado 

este último, se puede dar lugar a la apertura del anillo C del antociano, llamada 

tautomerización, cuyo producto es la cis-chalcona de color amarillo. Seguido de la 

tautomerización se puede dar una isomerización de la estructura, conocida como 

trans-chalcona, lo cual vuelve la reacción de isomerización irreversible. Llegado a este 

punto, la coloración amarilla de la solución es un efecto de la degradación del 

antociano (Brouillard, 1982). 

 
Figura 3. Equilibrio químico de la de delfinidina 3-O-sambubiósido en solución acuosa a diferente pH. 
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SALTOS DE PH 

 

La forma mas conveniente de estudiar los equilibrios termodinámicos y las cinéticas 

de los multiestados de los antocianos es emplear los saltos de pH. Esta metodología 

fue propuesta por Brouillard y Delaporte en 1978, en el que se establece que el 

¨método se basa en la evaluación teórica de las amplitudes de relajación inducidas por 

saltos apropiados de pH y sobre su medición mediante un espectrofotómetro 

trabajando en el rango visible” (Brouillard, Delaporte, & Dubois, 1978). Entendiendo la 

amplitud, como la variación que existe en una magnitud que cambia en el tiempo; 

mientras que relajación química, es el reajuste de un equilibrio después de una 

perturbación repentina, por ejemplo el cambio de pH o de temperatura (IUPAC, 2008).  

 

Para fectuar las mediciones se toman soluciones del catión flavilio en equilibrio a un 

pH<1 y se le adiciona una base, este procedimiento se conoce como saltos de pH 

directos. Mientras que los saltos de pH reversos se comienza con una solución en 

equilibrio a pH cercano al neutro a las que se les adiciona ácido. Para determinar las 

constantes de reacción y velocidades en los cambios estructurales de los antocianos 

es necesario conocer su equilibrio termodinámico y los procesos en las cinéticas de 

reacción (Brouillard et al., 1978). 

 

 

EQUILIBRIO TERMODINÁMICO  
 

Los cálculos para determinar las constantes de reacción y velocidad se deducen de 

las ecuaciones de equilibrio termodinámico que intervienen en los cambios 

estructurales de los antocianos en solución acuosa (Ecuaciones 1-4). 
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Transferencia del protón 
 

 AH++H2O
					𝑲a     
#⎯⎯⎯%A+H3O+ (1) 

 

 

Hidratación 

 AH++H2O
						𝑲h     
#⎯⎯⎯⎯%B+H3O+ (2) 

 

 

Tautomerización 
 

 B
						𝑲t     
#⎯⎯⎯%C𝒄𝒊𝒔 (3) 

 

 

Isomerización 
 

 C𝒄𝒊𝒔
						𝑲	𝒊    #⎯⎯⎯%C𝒕𝒓𝒂𝒏𝒔 (4) 

 

 

Las concentraciones de AH+ (ion flavilio), A (base quinoidal), B (hemiacetal) y C 

(Chalcona), se pueden espresar por medio de las constantes de equilibrio. Estas son 

la constante de acidez (Ka), hidratación (Kh), tautomerización (Kt) e isomerización (Ki) 

(Pina, 1998). 

 

 

PROCESOS CINÉTICOS 
 

En los antocianos el proceso en el cambio de estructura sucede a diferentes escalas 

de tiempo. El primer paso es la transferencia del protón, el cual es la etapa más 
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rápidade la cinética; sucede en una escala de tiempo de microsecundos. El segundo 

paso es la hidratación y tautomerización, las cuales ocurren en un lapso de segundos 

a minutos; la primera es una reacción más lenta que la segunda a pH mayor de 1. Por 

último, la isomerización es la etapa más lenta de la cinética, la cual ocurre en horas 

(Pina, 1998).  

 

Procedimiento para determinar la velocidad y las constantes de equilibrio 
 

La siguientes etapas fueron descritas por Pina (1998) (Pina, 1998), dependiendo del 

equipo disponible para la determinación. 

 

1. Determinación de la constante K´a. 

Esta se obtiene al grabar el espectro de absorción en soluciones en equilibrio, 

ajustando los cálculos a un equilibrio ácido-base. 

2. Determinación de la constante de equilibrio Ka. 

Esta constante debe de ser obtenida de espectros de absorción de saltos de 

pH, monitoreada preferentemente por un equipo de ¨Stop flow¨. La constante Ka 

puede ser obtenida por saltos de temperatura (Brouillard et al., 1978; Pina, 

2014). 

3. Determinación de la constante de quilibrio Kt y de velocidad de tautomerización.  

Esta determinación requiere realizar saltos de pH reversos; en donde se 

emplean soluciones equilibradas o pseudo-equilibradas a un pH menor de 1. El 

resultado puede mostrar error debido a la baja cantidad de Ccis en el equilibrio. 

Aunque este proceso es lento, permite obtener la Kt. 

4. Determinación de las constante Kh y velocidad de hidratación. 

Requiere de saltos de pH directos y reversos ajustando las velocidades de 

reacción y constantes de equilibrio. 

5. Determinación de las constante Ki y velocidad de isomerización. 

Se obtiene despues de haber obtenido las constantes anteriores a partir de la 

K´a. 

6. Verificación de los datos. 
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La relación de las constantes de velocidad debe de ser consistente con sus 

respectivas constantes en el equilibrio, dentro del error experimental. 

 

 

APLICACIÓN DE LOS ANTOCIANOS 
 

La aplicación de los antocianos como colorantes esta limitada a la poca estabilidad 

que muestran a la luz, calor, oxígeno y pH. Por lo que se han explorado diversas 

formas de mejorar la estabilidad de los antocianos (Sigurdson et al., 2017). 

 

Los antocianos son pigmentos altamente solubles en agua. Esta alta polaridad limita 

su solubilidad en matrices lipídicas y por lo tanto su aplicación en diversas industrias 

(Cruz, Fernandes, Guimarães, de Freitas, & Mateus, 2016). La solubilidad en matrices 

lipídicas de los antocianos puede ser mejorada con una lipofilización química o 

enzimática, como se ha hecho con diversos compuestos fenólicos (Cruz et al., 2016; 

Figueroa-Espinoza & Villeneuve, 2005; Grajeda-Iglesias, Salas, Barouh, Baréa, & 

Figueroa-Espinoza, 2017; López Giraldo et al., 2007; Zhu et al., 2014).  

 

 

LIPOFILIZACIÓN DE ANTOCIANOS 
 

La lipofilización consiste en modificar la polaridad de un compuesto, al agregarle una 

cadena alifática a su estructura. En sí, la lipofilización es una reacción de esterificación 

en la que el grupo funcional de un ácido carboxílico se une a un alcohol para dar lugar 

a una molécula con características anfifílicas (Figueroa-Espinoza & Villeneuve, 2005). 

 

Debido a las características de carga de las antocianos en forma flavilio, su alta 

solubilidad en agua y la inestabilidad de los mismos, existe poca información acerca 

de su esterificación. Se ha encontrado en la literatura información sobre la lipofilización 

de los antocianos, ya que hasta el momento solo se han lipofilizado los obtenidos de 

la jaboticaba, del vino, de la grosella negra y de la flor de jamaica. Estas 
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esterificaciones han sido llevadas a cabo mediante reacciones químicas y enzimáticas 

(Cruz et al., 2018; Cruz et al., 2016; de Castro, da Silva, de Oliveira, Desobry, & 

Humeau, 2014; Grajeda-Iglesias et al., 2017).  

 

LIPOFILIZACIÓN QUÍMICA DE ANTOCIANOS 
 

Este tipo de esterificación se ha realizado en la malvidina 3-O-glucósido, obtenida de 

orujo de uva, y en la delfinidina 3-O-sambubiósido y cianidina 3-O- sambubiósido, 

purificadas a partir de la flor de jamaica. 

 

En el caso de la malvidina 3-O-glucósido la lipofilización se realizó empleando cloruro 

de estearoil. Sin embargo, la reacción no fue regioselectiva y se obtuvieron antocianos 

mono, di y tri ésteres, los cuales no se lograron aislar (Cruz, Fernandes, Araújo, 

Mateus, & De Freitas, 2015). Por otro lado, los antocianos de la flor de jamaica fueron 

lipofilizados empleando cloruro de octanoilo. Que al igual que en el caso de la 

malvidina 3-O-glucósido, también se obtuvieron mono, di y tri ésteres, que no pudieron 

ser aislados. Sin embargo, se presentó un efecto hipocrómico en los antocianos 

cuando estos fueron lipofilizados en el cuerpo del flavilio. Este efecto provocó que se 

perdiera el color en los nuevos antocianos esterificados (Grajeda-Iglesias et al., 2017).  

 

LIPOFILIZACIÓN ENZIMÁTICA DE ANTOCIANOS 
 

La lipofilización enzimática presenta las ventajas de ser regioselectiva, y por lo tanto 

con ella se evita la formación de reacciones secundarias y sub-productos. La 

esterificación enzimática de polifenoles se ha llevado a cabo con diferentes enzimas 

en medios no acuosos (Figueroa-Espinoza & Villeneuve, 2005). Por ejemplo, se ha 

esterificado ácido cinámico empleando las lipasas de Candida antarctica y Rhizomucor 

miehei (Stamatis, Sereti, & Kolisis, 1999). Además de las lipasas antes mencionadas, 

también se han empleado esterasas de F. Oxysporum y Aspergillus niger (Figueroa-

Espinoza & Villeneuve, 2005). 
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En la lipofilización de antocianos por vía enzimática se ha empleado únicamente la 

lipasa B de Candida antarctica (CalB, del inglés Candida antarctica lipase B) (Cruz 

et al., 2018; Cruz et al., 2016; de Castro et al., 2014; Yang, Kortesniemi, Ma, Zheng, & 

Yang, 2019; Yang, Kortesniemi, Yang, & Zheng, 2018).  

 

Esta enzima ha mostrado selectividad en el alcohol primario de los azúcares de los 

antocianos. Además, esta lipofilización no afecta el color atractivo de los ésteres de 

antocianos producidos (Cruz et al., 2017). Otro aspecto importante, es que, al ser una 

reacción regioselectiva, se obtiene un solo producto. Por este motivo, los productos 

obtenidos por estas reacciones lograron ser purificados y su estructura determinada 

por medio HPLC/MS y RMN. Asimismo, también fueron analizadas las propiedades 

antioxidantes y constantes de equilibrio de los nuevos ésteres de antocino (Cruz et al., 

2018, 2017; Cruz et al., 2015; Yang et al., 2019, 2018). 

 

A pesar de que se ha reportado la selectividad de la enzima CalB por los hidroxilos 

primarios, presentes en los azúcares de los antociano, se ha reportado la lipofilización 

de antocianos y otros flavonoides. Dichas lipofilizaciones se llevaron a cabo en 

hidroxilos diferentes a los primarios  (Saik, Lim, Stanslas, & Choo, 2017a; Yang et al., 

2019). 

 

 

LIPASAS 
 

Las lipasas (EC 3.1.1.3) son enzimas del grupo de las hidrolasas, las cuales catalizan 

la hidrólisis de enlaces éster-glicérido en una interfase lípido-agua. La mayoría son 

glicoproteínas extracelulares ácidas de peso molecular de 20 a 60 kDa, las cuales 

pueden contener hasta  de un 2 a 15% de carbohidratos cuando son purificadas (Hari 

Krishna & Karanth, 2002). 

 

Una gran cantidad de lipasas han sido caracterizadas, las cuales han mostrado 

variedad en su eficiencia y especificidad por el sustrato. En un solvente orgánico las 
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lipasas puede ser usadas para trans-esterificar o crear nuevos lípidos  (Uppenberg 

Jonas, Morgens, Shamkant, & Alwyn, 1994). 

 

Basado en el sitio activo de las lipasas, estas se han clasificado como serina 

hidrolasas. Las características estructurales incluyen un pliegue hidrolasa alfa/beta y 

una triada catalítica que consiste en un residuo de serina nucleofílica y un aspartato, 

o glutamato, unido por puente de hidrógeno a una histidina (Hari Krishna & Karanth, 

2002). La mayoría de las lipasas poseen una cubierta móvil que cubre el sitio catalítico 

cuando la enzima se encuentra inactiva (Uppenberg Jonas et al., 1994).  

 

La levadura de Candida antarctica ha mostrado una actividad de lipasa no especifica 

en altas temperaturas sobre triglicéridos.  De esta levadura se han aislado dos lipasas 

diferentes; se les nombra como lipasa A y B. La primera es más termoestable, pero no 

es específica, tiene un peso molecular de 45 kDa. Por otro lado la lipasa B muestra 

alta especificidad al hidrolizar o sintetizar lípidos, por lo que tiene un alto potencial para 

sintetizar glicolípidos (Uppenberg Jonas et al., 1994).  

 

LIPASA B DE CANDIDA ANTARCTICA 
 

Se le conoce como CalB (De sus siglas en inglés de Candida antarctica lipase B) es 

una proteína globular a/b con dimensiones con un peso molecular de 33 kDa y un 

punto isoeléctrico de 6.0. La secuencia de la CalB fue resuelta por Uppenberg y 

colaboradores (1994), quienes propusieron la estructura del sitio activo de la enzima 

como “abierta”. El sitio activo de la CalB se encuentra en la triada catalítica serina 105, 

ácido aspártico 187 e histidina 224, en el grupo carboxi terminal de la hoja b; este sitio 

y los amino ácidos cercanos tienen una naturaleza polar. El sitio es accesible al 

solvente a través de un estrecho túnel hidrofóbico, de aproximadamente 10 Å x 4 Å x 

por 12 Å de profundidad. La CalB tiene aproximadamente una superficie hidrofóbica 

de 450 Å2, que rodea la entrada a su sitio activo. Esta conformación probablemente le 

de a la enzima su estéreoespecificidad (Uppenberg Jonas et al., 1994). 
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La reacción de lipofilización se lleva a cabo en cuatro etapas basadas en el mecanismo 

de transesterificación bi-bi ping pong de las lipasas. El mecanismo se basa en la 

acilación y des-acilación de la Ser 105, en el que se involucra la formación de dos 

tetrahedros intermedios (Figura 4) (De Oliveira et al., 2009). Este proceso ocurre 

primero como un complejo no covalente entre la enzima y el sustrato (Complejo de 

Michaelis); y después como un tetraedro intermedio (Escorcia, Daza, & Doerr, 2014). 

 

 

 
Figura 4. Etapas de la transesterificación de flavonoides (De Oliveira et al., 2009). 

 

En este mecanismo, el primer paso es  la unión del ácido graso y la lipasa, que se 

conoce como primer tetraedro intermedio. Esto resulta del ataque nucleofílico de la 

Serina 105 al sustrato con un grupo acilo (ácido graso). Lo que da origen a un complejo 

acil-enzima, en el que se libera agua o alcohol, en el caso de una trans-esterificación 

(De Oliveira et al., 2009; Ghanem, 2007). A este proceso le sigue la formación del 

segundo tetraedro intermedio. Que sucede cuando el sustrato aceptor del grupo acilo 

o portador de los hidroxilos primarios ataca nucleofilicamente al complejo acil-enzima; 

para luego liberar al éster formado y regenerar a la enzima (De Oliveira et al., 2009; 

Ghanem, 2007). 
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La CalB ha sido empleada para acilar una gran cantidad de sustratos, incluyendo 

sustratos naturales como oligasacáridos, diterpenos, flavonoides, saponinas 

esteroides, saponinas triterpenos y antocianos (Chebil et al., 2007; Cruz et al., 2016; 

Figueroa-Espinoza & Villeneuve, 2005; Saik, Lim, Stanslas, & Choo, 2016; Teng et al., 

2005; Yang et al., 2019). En la mayoría de los casos, la esterificación ha ocurrido en 

los alcoholes primarios de la parte glucósida de los compuestos. 

 

Las modificaciones estructurales de los flavonoides que han sido esterificados con 

diferentes ácidos alifáticos o aromáticos han alterado también sus propiedades físico-

químicas. Estas trasformaciones han cambiado la biodisponibilidad y las propiedades 

biológicas de los nuevos compuestos, ya que estas son diferentes  a las de los 

compuestos que les dieron origen (Melo Branco de Araújo et al., 2017). 

 

LIPOFILICIDAD 
 

Generalmente al adicionar una cadena de ácidos grasos a compuestos hidrosolubles 

para cambiar la lipofilicidad, las aplicaciones de estos se expanden a medios 

liposolubles (Antonopoulou et al., 2016; Zhong & Shahidi, 2011). 

 

Esta lipofilicidad por lo general se determina con el coeficiente de partición octanol-

agua (P) (Zhong & Shahidi, 2011). El coeficiente de partición octanol-agua se define 

como el logaritmo de la relación de la concentración de solutos en la fase de octanol 

sobre la concentración de solutos en la fase acuosa a una temperatura definida 

(Rothwell, Day, & Morgan, 2005).  

 

Es el parámetro más usado en los modelos de relación de estructura-actividad en el 

desarrollo de drogas (Cruz et al., 2017). Adicionalmente, es el modelo más adecuado 

para evaluar el grado de permeabilidad de las drogas en membranas biológicas 

lipídicas (Pagliara, Reist, Geinoz, Carrupt, & Testa, 1999). 
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FLOR DE JAMAICA (HIBISCUS SABDARIFFA L.) 
 
La flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa Linn) es un arbusto de la familia de las 

malváceas que crece en climas tropicales y sub tropicales. Se cree que su origen es 

asiático, de donde pudo ser llevada a África y de ahí a América en la época colonial. 

En el mundo se le conoce por sus diferentes nombres como sorrel, roselle, hibiscus, 

karkadé o jamaica. Los principales países productores de la flor de jamaica son China, 

India, Malasia, Sudán y México (Cid-Ortega & Guerrero-Beltrán, 2015; Da-Costa-

Rocha, Bonnlaender, Sievers, Pischel, & Heinrich, 2014). En este último, el estado de 

Guerrero el que cuenta con mayor producción, con 5,810 ton, con un valor de 164,121 

miles de pesos (SIAP, 2019). A lo largo del mundo, la flor de jamaica se consume de 

diversas maneras. Sus hojas, por ejemplo, son usadas como forraje o para la 

elaboración de ensaladas, mientras que las flores se emplean para la preparación de 

bebidas refrescantes, bebidas fermentadas, mermeladas, gelatinas y repostería. 

Además del consumo que se ha mencionado, la infusión de flor de jamaica también se 

emplea como remedio en la medicina tradicional como antipirético, diurético y 

digestivo. Un empleo adicional es el que se le da a la extracción de sus pigmentos 

para ser utilizados como colorante natural (Da-Costa-Rocha et al., 2014).  

 

La flor de jamaica con mayor calidad es la de Sudán y Tailandia, sin embargo, el 

producto más comercializado es el de Tailandia y China. Siendo este último el principal 

proveedor de USA, quien es junto con Alemania uno de los mayores mercados de la 

jamaica seca (Plotto, 2004). 

 

Las propiedades relacionadas con los beneficios a la salud de la flor de jamaica se 

deben a la composición de la misma. La flor de jamaica se compone principalmente 

de fibra dietética, con un contenido total de 389.2 g/Kg (base seca) (Tabla 1) (Sáyago-

Ayerdi, Velázquez-López, Montalvo-González, & Goñi, 2014). Otro estudio, realizado 

por Jabeur y colaboradores, reporta a los azúcares como el principal macronutriente 
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de la flor de jamaica, seguido de ceniza, proteína y lípidos. El principal azúcar que 

encontraron fue la glucosa (6.5%), seguido de la fructosa (4.5%).  

 

Los resultados anteriores sobre los macronutrientes, concuerdan a los de Ismail y 

colaboradores (2008), con ligeras diferencias. Estos investigadores reportan como 

principal macronutriente a los azúcares, seguido de proteínas y lípidos. También 

azúcares, tocoferoles, ácidos grasos, ácidos orgánicos, pectinas, carotenos y 

compuestos fenólicos (Jabeur et al., 2017; Piovesana, Rodrigues, & Noreña, 2019). 

 

Los ácidos orgánicos que han sido encontrados en la flor de jamaica son el ácido 

málico (9.1%), oxálico (1.81%), shikímico (0.356%) y fumárico (0.043%) (Jabeur et al., 

2017). Además de estos ácidos reportados también se han reportado el ácido cítrico, 

hidroxicítrico, hibiscus, tartárico y ascórbico (Da-Costa-Rocha et al., 2014). 

 

Además de la vitamina C, también contiene tiamina (vitamina B1) y riboflavina (vitamina 

B2) (Carvajal-Zarrabal et al., 2012). En el hibiscus, Jabeur y colaboradores en 2017, 

han detectado e identificado tocoferoles y ácidos grasos. Los primeros corresponden 

al a y b tocoferol en cantidades de 39.19 y 0.76 mg/100g (base seca), respectivamente. 

Mientras que los ácidos grasos identificados son 18, en el cual destaca el ácido 

linoleico por ser un ácido graso insaturado y el más abundante presente en la hibiscus, 

comprendiendo un 32.65% del total de los ácidos grasos (Jabeur et al., 2017).  

 

En cuanto a los carotenos presentes en la flor de jamaica, fue por Piovesana y 

colaboradores (2019) quienes mostraron la composición de algunos de estos. Los 

carotenos separados por HPLC en dicho estudio fueron 21. Sin embargo solo 15 

fueron identificados total o parcialmente, de acuerdo al tiempo de elución, el espectro 

UV-vis y/o las características de su espectro de masas. Los principales carotenos 

encontrados en la flor de jamaica fueron trans-luteina, trans-beta-caroteno y fitoeno. 

Según este estudio el contenido de estos compuestos en el hibiscus se puede 

considerar alto, al presentar 641 µg/100 g (peso fresco) (Piovesana et al., 2019). 

 



                
                 
 
 
FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

 18 

 
Tabla 1. Composición proximal de la flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa L) variedad Criolla de México. 

Adaptado de Sáyago-Ayerdi et al. (2014). 

 Contenido 

(g/ Kg de materia seca) 

Humedad 103.3 ± 1.5 

Proteína a 129.2 ± 0.2 

Grasa 9.9 ± 0.5 

Carbohidratos solubles 110.2 ± 2.1 
Fibra dietética total 389.2 ± 12.8 

   Fibra dietética insoluble b 161.4 ± 13.0 

   Fibra dietética soluble b 80.3 ± 3.2 

Cenizas 84.4 ± 2.1 

Nota. a N x 5.6; b Polisacáridos sin almidón; los valores son la media ± la desviación media 

estándar (n≥6).  

 

Debido a los beneficios asociados a la salud y las propiedades de la flor de jamaica 

hacen que esta y sus componentes puedan ser vistos como ingredientes 

multifuncionales  en diversas industrias (Jabeur et al., 2017). 

 

POLIFENOLES DE LA FLOR DE JAMAICA. 
 

Los compuestos fenólicos en el hibiscus son principalmente ácidos fenólicos, 

antocianos y algunos flavonoles. En la Tabla 2 se pueden apreciar los principales 

grupos de polifenoles de la flor de jamaica reportados por Sayago-Ayerdi y 

colaboradores (2007). En dicha tabla se puede observar que de los 2.17 g en 

equivalentes de ácido gálico (EAG) de los polifenoles extraíbles, el 5.87% corresponde 

a los flavonoles, el 32.6% corresponde a los ácidos hidroxibenzóicos, el 30.6% a los 

ácidos hidroxicinámicos y el 30.8 % a los antocianos (Sáyago-Ayerdi, Arranz, Serrano, 

& Goñi, 2007). 
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Tabla 2. Contenido de polifenoles totales en la flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa L) variedad Criolla 

de México. Adaptado de Sáyago-Ayerdi et al. (2007) 

 Contenido 

(g EAGa/ 100 g) 

Polifenoles extraíbles 2.17 ± 0.04 

Polifenoles no extraíbles  

   Proantocianidinas 3.38 ± 0.06 

   Polifenoles hidrolizables 0.58 ± 0.03 

Nota. a Equivalentes de ácido gálico (EAG); los valores son la media ± la desviación media 
estándar (n≥9).   

 

Los ácidos fenólicos encontrados en la flor de jamaica son el protocatechuico, eugenol 

y ácido clorogénico (Jabeur et al., 2017; Zhen et al., 2016). 

 

En el hibiscus se han detectado los flavonoles quercetina 3-O-rutinósido, quercetina 3-

O-glucósido, miricetina pentosilhexósido (disacárido) y el Kampferol 3-O-rutinósido 

(Carvajal-Zarrabal et al., 2012; Jabeur et al., 2017). 

 

También se ha detectado el 5- hidroximetil furfural (5-HMF) entre los compuestos 

fenólicos mayoritarios de la flor de jamaica, en una concentración de 5.75 mg/g de 

extracto hidroalcohólico. Este compuesto ha sido descrito como un compuesto 

bioactivo por sus propiedades antioxidantes, anti-isquémicas y coadyuvantes en la 

reología sanguínea (Jabeur et al., 2017). Por otra parte, Zhen y colaboradores (2016) 

detectaron por pirmera vez al 5-HMF en hojas de hibiscus, sin embargo, atribuyen una 

correlación entre la concentración del compuesto y la disminución de la capacidad 

antioxidante y antiinflamatoria (Zhen et al., 2016). 

 

Los antocianos encontrados en la flor de jamaica son principalmente la delfinidina 3-

O-sambubiósido y la cianidina 3-O-sambubiósido (Figura 5), aunque también se ha 

reportado la presencia de delfinidina 3-O-glucósido y cianidina 3-O-glucósido. Por lo 

general se reporta a la delfinidina como uno de los compuestos fenólicos mayoritarios 
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de la flor de jamaica, la cual forma parte del 70% del contenido total de antocianos. 

Por otro lado, la cianidina corresponde alrededor del 30% de antocianos totales. 

Mientras que el resto de los antocianos reportados podrían alcanzar alrededor del 4% 

de los pigmentos (Borrás-Linares et al., 2015; Jabeur et al., 2017; Sinela et al., 2017). 

Además de estos antocianos, Grajeda-Iglesias y colaboradores (2016) reportaron la 

presencia de cianidina glicosilada con tres, cuatro y hasta cinco azúcares (Grajeda-

Iglesias et al., 2016). 

 

 
Figura 5. Estructuras de la A) delfinidina 3-O-sambubiósido y la B) cianidina 3-O-sambubiósido. 

 

MINERALES EN LA FLOR DE JAMAICA 
 

El valor de ceniza o minerales puede variar dentro de la misma especie, ya que el tipo 

de suelo donde la planta crece afecta este contenido, de manera que han sido 

reportados diferentes valores de calcio, fierro o magnesio (Carvajal-Zarrabal et al., 

2012).  

 

APLICACIONES Y BENEFICIOS DE LA FLOR DE JAMAICA 
 

El uso que se le da a la flor de jamaica a lo largo del mundo incluye la preparación de 

bebidas frescas y fermentadas, jaleas, como ingrediente en confitería y repostería, así 

como saborizante y colorante natural. La preparación de infusiones con la flor son 

empleadas como medicina natural, por sus efectos diuréticos, colorético, antipirético e 
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hipotensivo. En el norte de África se ha llegado a usar para tratar dolor de garganta, 

tos y tratar problemas genitales (Da-Costa-Rocha et al., 2014).   

 

El empleo de la flor de jamaica se ha llevado a investigaciones sobre su capacidad 

antioxidante, antiinflamatoria y antibacterial (Al-Hashimi, 2012; Christian, Nair, & 

Jackson, 2006; Higginbotham, Burris, Zivanovic, Davidson, & Stewart, 2014b; Jaroni & 

Ravishankar, 2012; Márquez-Rodríguez et al., 2020) Otras investigaciones también 

han incluido estudios sobre el efecto del extracto de hibiscus contra células 

cancerígenas de adenocarcinoma gástrico humano (AGS), leucemia promielocítica 

humana (HL-60), carcinoma hepatocelular (Hep3B), adenocarcinoma colorectal 

(Caco-2), hepatoblastoma (HepG2), adenocarcinoma (MCF-7) y carcinoma 

epidermoide oral humano (KB) (Carvajal-Zarrabal et al., 2012). También, debido a las 

propiedades óxido/reductoras del extracto de flor de jamaica, este se ha empleado 

para sintetizar nanopartículas de CdO (Thovhogi, Park, Manikandan, Maaza, & Gurib-

Fakim, 2016). 

 

 

TÉCNICAS ANALÍTICAS 
 

CROMATOGRAFÍA 
 

Después de una extracción de compuestos de interés de una matriz biológica, es 

necesario el fraccionamiento y la purificación de los compuestos, por lo que 

generalmente se recurre a la cromatografía. El nombre de cromatografía significa 

escribir con color, y proviene del griego graphein, escribir y del khroma, color. El 

descubrimiento de la cromatografía se acredita generalmente al botánico ruso Tswett; 

que la empleo separar pigmentos de hojas verdes en series de bandas coloreadas 

percoladas con solvente a través una capa de carbonato de calcio (Poole, 2003).  

 

La cromatografía es un método físico de separación en el cual los componentes de 

una muestra se distribuyen en dos fases, una de las cuales es estacionaria y la otra es 



                
                 
 
 
FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

 22 

móvil (Poole, 2003). Las metodologías de fraccionamiento y purificación pueden seguir 

procedimientos de separación líquido-sólido y/o líquido-líquido (Grajeda-Iglesias, 

2016). 

 

CROMATOGRAFÍA SÓLIDO-LÍQUIDO 
 

En la cromatografía existen dos métodos para separar compuestos en base a la 

polaridad de la fase estacionaria y se conoce como fase normal o fase inversa (Sankar, 

Snehalatha, Firdose, & Babu, 2019). 

 

Fase normal 
 
La fase estacionaria polar emplea fase móvil no polar; generalmente la primera esta 

hecha a base de sílica y la segunda emplea hexano, cloruro de metileno, cloroformo, 

entre otros (Sankar et al., 2019). 

 

Fase inversa 
 
La fase estacionaria no polar (hidrofóbica) emplea fase móvil polar, como agua 

metanol, acetonitrilo, etc (Sankar et al., 2019). 

 

Fraccionamiento con LiChroprep RP-18® 

El LiChroprep RP-18®, es un gel de fase inversa que se emplea para el fraccionamiento 

y purificación de moléculas orgánicas, polipéptidos y biomoléculas; por ejemplo 

antibióticos, esteroides y productos naturales (Millipore, 2017a, 2017b). Este gel ha 

sido empleado para purificar catequina y procianidinas oligoméricas y poliméricas de 

extracto bruto de uva (Xia, Deng, Guo, & Li, 2010). 

 

Extracción de fase sólida  

La extracción de fase sólida (Por sus siglas del inglés Solid Phase Extraction) se puede 

emplear para fraccionar los extractos antes de inyectar en HPLC y obtener mejores 
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perfiles cromatográficos (Xia et al., 2010). Con la SPE se pueden purificar compuestos 

de un extracto entero (Traversier, Gaslondes, Milesi, Michel, & Delannay, 2018). Es 

muy usada para separar compuestos fenólicos, como los antocianos, en el que se 

pueden emplear diferentes tipos de sorbentes (fase estacionaria); como el intercambio 

de cationes fuertes y C18. Sin embargo, al emplear un sorbente como el primero, se 

debe eliminar las sales de las fracciones resultantes, por lo que posteriormente se 

debería utlizar una columna de SPE empacada con C18 (Ahmadiani, Sigurdson, 

Robbins, Collins, & Giusti, 2019). Esta última es un sorbente muy empleado para el 

fraccionamiento, purificación y análisis de polifenoles y antocianos (Grajeda-Iglesias 

et al., 2016; Marston & Hostettmann, 2006; Sun, Leandro, Ricardo Da Silva, & 

Spranger, 1998).  

 

Fraccionamiento con C18 Sep-Pak®  

El C18 Sep-Pak®, es una fase sólida a base de sílice (funcionalizada con C18) que 

posee una fuerte hidrofobicidad y se utiliza para adsorber compuestos de 

hidrofobicidad débil. Las aplicaciones típicas incluyen la extracción de drogas y sus 

metabolitos de suero, plasma u orina; aislar trazas de compuestos orgánicos de 

muestras de agua (Waters, 2020). Tambien es ampliamente usado para separar 

antocianos de otros polifenoles, ácidos, azúcares y demás compuestos hidro-solubles 

(Sun et al., 1998). 

 

Cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC) 

La Cromatografía de liíquidos de alta resolución (HPLC, del inglés High Performance 

Liquid Chromatography) es un método de cromatografia muy popular, que permite 

emplear los modos cromatografía de fase normal y fase inversa (Traversier et al., 

2018). La mayoría de las aplicaciones que emplean HPLC recurren a fases 

estacionarias de octadecilsilano (Marston & Hostettmann, 2006). Las aplicaciones en 

la industria van desde las farmacéuticas, alimentarias, ambientales, forense o clinicas 

(Sankar et al., 2019). Este tipo de cromatografía es ampliamente usada en la 

separación, identificación y cuantificación de compuestos fenólicos. Debido a su 

precisión y versátilidad se puede emplear en escalas análiticas o preparativas (Marston 
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& Hostettmann, 2006). Una gran cantidad de investigación sobre polifenoles y 

antocianos se realiza empleando HPLC en fase inversa con fase movil acidificada. En 

la cromatografía de líquidos se emplean diferentes tipo de detectores, en especial el 

arreglo de diodos, ya que los polifenoles poseen un rango de absorbancia en el UV-

vis (Grajeda-Iglesias, 2016). 

  

Cromatografía de ultra alta resolución 

En la cromatografía de líquidos de ultra alta resolución (UHPLC, del inglés Ultra High 

Performance Liquid Chromatography) la fase estacionaria posee partículas mas 

pequeñas que en un HPLC y puede aplicar presión de hasta 1200 bars, lo que permite 

un flujo rápido de la fase movil, en columnas pequeñas, sin perder resolución 

(Traversier et al., 2018).  

 

Cromatografía de capa fina  

La cromatografía de capa fina (TLC, del inglés Thin Layer Chromatography) es una 

herramienta rápida, económica, flexible y portátil para monitorear reacciones de 

síntesis o aplicaciones similares. La TLC se basa en colocar una pequeña gota de 

muestra sobre una capa fina de sorbente por la que pasa el solvente eluyente (Poole, 

2003). 

 

La TLC ha evolucionado para convertirse en una técnica que se caracteriza por 

obtener separaciones eficientes y rápidas, además de ser considerado un método 

cualitativo o semi-cuantitativo, aunque los sorbentes actuales son más caros que con 

los que inicio la técnica (Poole, 2003). Se ha empleado para el análisis cualitativo en 

el seguimiento de reacciones de lipofilización de flavonoides y antocianos (Gayot, 

Santarelli, & Coulon, 2003; Grajeda-Iglesias et al., 2017; Guimarães, Mateus, De 

Freitas, & Cruz, 2018). 
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CROMATOGRAFÍA LÍQUIDO-LÍQUIDO 
 

En este tipo de cromatografía los componenetes de la muestra son separados por 

partición entre dos líquidos inmiscibles, en el cual uno de ellos se inmobiliza mediante 

un recubrimiento con un sorbente porozo (Poole, 2003). 

 

 

Cromatografía de contracorriente  
 

La cromatografía de contracorriente (CCC, del inglés Counter Current 

Chromatography) es una técnica que emplea una fase estacionaria líquida que es 

sostenida por la fuerza centrífuga y es usada para separar los componentes químicos 

de la muestra. Esta muestra es disuelta en uns sistema de solvente de dos fases, 

donde los compuestos irán a una de las dos fases de acuerdo a su solubilidad en estos. 

LA CCC es usada principalmente con fines preparativos, y para purificar esfingolípidos, 

fosofolípidos y ácidos grasos (Traversier et al., 2018), además de ser una excelente 

herramienta para el fraccionamiento y la purificación a gran escala de antocianos 

(Schwarz, Hillebrand, Habben, Degenhardt, & Winterhalter, 2003). Esta metodología 

ha sido empleada para separar y aislar antocianos de una mezcla compleja obtenida 

de orujo de uva (Veličkovska & Mirhosseini, 2013). De la misma forma ha sido 

empleada para separar y aislar los antociano de la flor de jamaica y el ácido p-

coumárico del arándano (Wei, Sardar, Sutherland, & Fisher, 2011). 

 

 

MÉTODOS DE DETECCIÓN Y ANÁLSIS ESTRUCTURAL 
 

ESPECTROMETRIA UV-VIS  
 

El detector de arreglo de diodos (DAD, del inglés Diode Array Detector) es el más 

comunmente usado en cromatografía de líquidos y se usa para registrar el espectro 

de absorción UV-vis de los compuestos que son separados en un HPLC. Este detector 
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tiene aplicaciones en la rama farmacéutica, biología, química petroquímica o 

agrcultura, entre muchas otras (Biocompare, 2020).  

 

Comunmente el DAD se acopla a la espectrometría de masas (HPLC-DAD-MS) con lo 

que se puede identificar de forma rápida los componentes de una mezcla (Grajeda-

Iglesias, 2016). 

 

 

ESPECTROMETRÍA DE MASAS  
 

La espectrometría de masas (MS, del inglés Mass Spectrommetry) es una herramienta 

muy útil en el control de calidad que posee la capacidad analítica para estudiar 

estructuras moleculares (Grajeda-Iglesias, 2016). 

 

El proceso para realizar la MS comienza cuando el solvente de la muestra es 

evaporado y los compuestos son ionizados para después ser separados de acuerdo a 

sus realción masa/carga (m/z). La ionización puede llevarse a cabo por diferentes 

metodologías, como el impacto electrónico (EI, del inglés electronic impact), ionización 

por asperción electrónica (ESI, del inglés Electro-Spray Ionization) y ionización por 

desorción laser asistida por matriz (MALDI, del inglés Matrix-Asisted Laser Desorption 

Ionization). La ionización por EI es generalmente usado en cromatografía de gases, 

mientras que el ESI es comunmente usado en acoplamiento con el HPLC. Por otro 

lado, la ionización con MALDI se puede emplear en placas de cromatografía de capa 

fina, ademas de que se puede aclopar a un espectrómetro tiempo de vuelo (TOF, del 

inglés Time Of Flight) (Traversier et al., 2018). Dependendiendo del método de 

ionización empleado se puede obtener diversa cantidad de información estructural. La 

información que se puede obtener de los flavonoides, además de la masa molecular 

de los iones y los patrones de fragmentación, puede ser la información estructural 

acerca de la naturaleza de la aglicona o de sus sustituyentes, como de las uniones 

interglicosídicas e incluso algo de información estereoquímica (Fossen & Andersen, 

2006).  
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En el análisis de compuestos extraidos de fuentes naturales se puede emplear la 

ionización en modo negativo o positivo.  

 

La ionización negativa se emplea principalmente en flavanoles, flavonoles y flavonas 

como la catequina, quercetina y luteolina, respectivamente (Fossen & Andersen, 2006; 

Saik et al., 2016; Saik, Lim, Stanslas, & Choo, 2017b). Se ha encontrado que el ESI 

en modo negativo ha sido mas más efectivo que el modo positivo para la dentifcación 

de los polifenoles del bagazo de la manzana (Grigoras, Destandau, Fougère, & Elfakir, 

2013). La ionización negativa se usado tambien en la identificación de ácido elágico 

de una muestra hidrolizadad de jugo de frambuesa roja (Vrhovsek et al., 2006).  

 

Para el análisis de los polifenoles de la flor de jamaica se ha empleado el modo positivo 

en la ionización (Sindi, Marshall, & Morgan, 2014); aunque para el análisis de lo 

polifenoles de las hojas de jamaica se ha realizado en modos positivo y negativo (Zhen 

et al., 2016). Sin embargo, para el análisis y caracterización de antocianos se ha 

observado que la ionización en modo positivo proporciona los mejores resultados, 

debido a que los antocianos son cationes naturales (Giusti, Rodriguez-saona, Griffin, 

& Wrolstad, 1999). 

 

 

RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR  
 

La resonancia magnética nuclear (NMR, del inglés Nuclear Magnetic Resonance) es 

una técnica espectrométrica que se basa en la capacidad de las moléculas de absorber 

la radiación electromagnética en la región de radiofrecuencia (Silverstein, Webster, & 

Kiemble, 2005). Es empleada por su utilidad en el análisis estructural de compuestos 

de bajo peso molecular en productos alimenticios y farmaceuticos (Fossen & 

Andersen, 2006). 
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En la actualidad se puede asignar la posición de protones y carbonos, lo cual se puede 

realizar basados en las consantes de acoplamiento (J) obtenidas de espectros 

combinados de 1D 1H y 13C con correlaciones experimentales homo y heteronuclear 

de NMR 2D (Fossen & Andersen, 2006). 

 

La NMR es una herramienta sumamente útil para determinar la estructura de 

flavonoides, aunque tiene la limitante de baja sensibilidad en el análisis de mezclas de 

compuestos. Aunque es posible determinar la estructura de los flavonoides con tan 

solo un miligramo de muestra de un compuesto aislado (Fossen & Andersen, 2006). 

 

La obtención de la estructura de antocianos como la delfinidina 3-O-sambubiósido y 

delfinidina 3-O-glucósido por medio de NMR se ha realizado en varios estudios 

(Cabrita & Andersen, 1999; Grajeda-Iglesias et al., 2016; Košir & Kidrič, 2002; Kouakou 

et al., 2014; Veličkovska & Mirhosseini, 2013). Tambien se ha empleado esta técnica 

para la obtención de la estructura molecular de productos de síntesis química y 

enzimática (Chassaing et al., 2010; Cruz et al., 2016; Zhong & Shahidi, 2011). 

 

 

ABSORTIVIDAD MOLAR 
 
La obsortividad molar es la medida de la probabilidad de una transición electrónica. Y 

depende del número y tipo de cromóforo del compuesto. Se puede considerara 

también como una medida de la absorsión electrónica a determinada longitud de onda, 

en un solvente dado. Ya que, dependiendo del solvente, se podrán observar efectos 

batocrómicos, hipsocrómicos, hipocrómicos o hipercrómicos (Pelillo et al., 2004).  

 

La absortividad molar en antocianos indica con qué intensidad la luz es absorbida a 

determinada longitud de onda en un solvente con un pH determinado. Estos valores 

han sido reportados en la literatura, aunque existen diversas diferencias en los valores 

mostrados (Ahmadiani, Robbins, Collins, & Giusti, 2016). 
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La ley de Lambert-Beer nos permite relacionar la absorbancia con la absortividad molar 

(L/mol.cm) a una concentración dada, medida en la longitud de onda máxima a través 

de una trayectoria óptica de 1 cm (Giusti & Wrolstad, 2001; Pelillo et al., 2004). 

 

Esta relación se muestra en la Ecuación 5. 

 

 A = ε ∗ b ∗ c (5) 

 

Donde: 

A.- Absorbancia (adimensional) 

e.- coeficiente de absortividad molar (L/mol.cm) 

b.- espesor de la celda (cm)  

c.- concentración (mol/L) 

 

El principal uso que se da a la ley de Lambert-Beer es la del cálculo de concentraciones 

por medio de curvas de calibración, sin embargo puede emplearse también cuando se 

conoce el valor de e. Estos métodos pueden ser costosos y no siempre se cuenta con 

los compuestos para realizar las calibraciones (Versari, Parpinello, & Fabiani, 2007). 

De esta manera la ley de Lambert-Beer puede ser útil para la cuantificación de 

sustancias cuando se emplean estándares con pocas impurezas y donde el valor de e 

se vería poco afectado por esa interferencia. Este tipo de cuantificación se conoce 

como análisis sin estándar y se aplica cuando los estándares puros no están 

disponibles, pero la cantidad del compuesto se pueda determinar con precisión por 

medio de métodos analíticos independientes (Locatelli, Carlucci, Genovese, Curini, & 

Epifano, 2011). De este modo, se han desarrollado métodos sin estándar para 

validarse al lado del método convencional de cuantificación por medio de calibración 

con estándares (Versari et al., 2007).  

 

Giusti y colaboradores (Giusti & Wrolstad, 2001) describieron la Ecuación 6, con la que 

es posible determinar la cantidad de antocianos monoméricos al emplear el coeficiente 

de absortividad de los antocianos. El método se conoce como método diferencial de 
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pH, y se basa en el equilibrio de estructuras de los antocianos en solución acuosa a 

diferente pH. Donde a pH 1 predomina la forma flavilio, mientras que a pH 4 predomina 

la forma hemiacetal.  

 

Por otro lado, e no es conocido para todos los antocianos, y aunque se conozca se 

debe tener en cuenta si se requiere determinar el contenido total de antocianos o solo 

alguno. Esto con el fin de decidir cual coeficiente es más conveniente emplear. Al 

emplear el coeficiente de absortividad para algún cálculo se debe tener en cuenta el 

solvente en el que se realizó la determinación y el solvente en que se realizará el 

análisis. Estas variables deberían ser los mas similares para asegurar la exactitud de 

la cuantificación.  

 

 Antocianos	monoméricos	 <
mg
L ? =

A ∗ PM ∗ FD ∗ 1000
(e ∗ 1)  

 
(6) 

 

A.- Absorbancia 

PM.- Peso molecular del antociano (g/mol) 

FD.- Factor de dilución 

e.- Coeficiente de absortividad molar (L/mol.cm) 

 

Para mantener la coherencia entre la unidades se multiplica por 1000 debido al cambio 

de litros a centímetros cúbicos (Versari et al., 2007). 

 

Por otro lado Torsi y colaboradores (1990) (Torsi, Chiavari, Laghi, & Asmudsdottir, 

1990) desarrollaron un método sin estándar al derivar la ley de Lambert-Beer; debido 

a la facilidad del empleo de los detectores UV-vis de los cromatógrafos de líquidos. 

Los métodos sin estándar son de gran utilidad ya que existen compuestos naturales 

de los cuales sería importante conocer su concentración, sin embargo muchas veces 

no es posible obtenerla por medio de los métodos que emplean calibración con 

estándares puros (Locatelli et al., 2011). 
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Para realizar las determinaciones en detector UV-vis de HPLC, sin emplear 

previamente un estándar del antociano, se requiere conocer de las variables 

empleadas en el análsis. Estas son el ancho de la celda, la absortividad molar del 

antociano, el flujo del cromatógrafo y la absorbancia detectada del antociano (Versari 

et al., 2007). 

 

La ecuación modificada por Torsi y colaboradores de la ley de Lambert- Beer se puede 

observar en la Ecuación 7. 

 

 Área ∗ F = 10J ∗ e ∗ b ∗ NL (7) 

 

Donde: 

Área.- Es el área bajo la curva del pico (UA.min) 

F.- Flujo de la fase móvil (cm3/min) 

b.- espesor de la celda (cm) 

N0.- Son los moles inyectados en el cromatógrafo 

103.- Coherencia dimensional (mL/L) 

 

Los valores de e son la primer consideración en el análisis sin calibración, donde los 

valores de absorbancia estén dentro de la linealidad de la curva de acuerdo a la ley de 

Lambert-Beer (Torsi et al., 1990).  

 

Posteriormente Pelillo y colaboradores en 2004 (Pelillo et al., 2004), formularon que e 

debe ser una función de los parámetros experimentales, tomando en cuenta las 

unidades del instrumento empleado. Lo que llevó al desarrollo la Ecuación 8. 

 

 
A =

0.06 ∗ 𝑙 ∗ e
M ∗ F ∗ 𝑛𝑔 (8) 
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Donde: 

A.- Es el área bajo la curva (UmA) 

F.- Flujo de la fase móvil, cuyas unidades no se especifican en la literatura 

l.- espesor de la celda (cm) 

M.- Peso molecular (g/mol) 

ng,- nanogramos 

 

La Ecuación 8 puede ser empleada tanto para determinar la cantidad de compuesto 

de acuerdo al área bajo la curva de los picos cromatográficos, conociendo el 

coeficiente de absortividad molar del compuesto. Esto sería la aplicación del método 

sin estándar que describió Torsi y colaboradores (1990) (Torsi et al., 1990), conocido 

como “método absoluto de análisis”. También se puede emplear la Ecuación 8 para 

obtener este último empleando las áreas bajo la curva de una curva de calibración; lo 

cual sería una forma alternativa al método del espectrofotómetro para determinar e 

(Pelillo et al., 2004). De esta manera se puede obtener el coeficiente de absortividad 

molar de las áreas bajo la curva de los picos inyectados en un HPLC, cuando se 

conoce la cantidad inyectada (Locatelli et al., 2011). 

  

Por otra parte, se define que e es la pendiente de la regresión de una línea recta 

construida empleando la masa inyectada y sus áreas bajo la curva correspondientes. 

Por lo que la ecuación anterior se puede reescribir en la Ecuación 9. 

 

 
Área = 	ε ∗

0.06 ∗ b ∗ mL

F ∗ PM  (9) 

 

Donde: 

Área.- Es el área bajo la curva del pico (UµA.seg) 

F.- Flujo de la fase móvil (mL/seg) 

b.- espesor de la celda (cm) 

PM.- Peso molecular (g/mol) 

m0.- masa inyectada en el cromatógrafo (ng) 
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De la Ecuación 9 se puede deducir las Ecuaciones 10 y 11. De esta manera se puede 

deducir el coeficiente de absortividad molar, como la pendiente de la ecuación obtenida 

de graficar los resultados de las ecuaciones anteriores. 

 

 𝒚 = Área bajo la curva (10) 

 

 
x =

0.06 ∗ b ∗ mL

F ∗ PM  (11) 

 

Según Locatelli y colaboradores (2011) (Locatelli et al., 2011), esta metodología podría 

ser muy útil para obtener el coeficiente de absortividad molar de una muestra en la que 

no se conoce la pureza. Además, estos investigadores, mostraron una alternativa al 

método clásico para la obtención de e, cuando la cantidad o purezas de los estándares 

es poca o cuando la absorsión de los compuestos se sobreponen.  
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QUÍMICA IN SILICO 
 

Existen diversos tipos de cálculos teóricos, dependiendo de las ecuaciones y teorías 

en las que se fundamenten. Estos métodos, en sus diferentes aproximaciones, pueden 

generar información sobre la estructura molecular, la reactividad, los estados 

excitados, la estructura de compuestos intermedios, sus superficies de energía 

potencial y la distribución de la densidad electrónica de las moléculas (A. a Freitas, 

Shimizu, & Quina, 2007; Nakajima, Sato, Hoshino, Yamazaki, & Saito, 2006). Dichos 

cálculos cuánticos se han utilizado desde hace aproximadamente dos décadas para 

comprender los fenómenos que ocurren a nivel molecular en los polifenoles (Bertran 

Rusca, Branchadell Gallo, Moreno Ferrer, & Sodupe Roure, 2002; Trouillas et al., 

2015). 

 

Algunos estudios teóricos sobre polifenoles han abarcado desde el análisis geométrico 

estructural, las interacciones moleculares, propiedades antioxidantes, hasta los 

efectos de solvatación y las propiedades ópticas (Chassaing et al., 2010; Di Meo, 

Sancho Garcia, Dangles, & Trouillas, 2012; Sakata, Saito, & Honda, 2006). 

Específicamente estas últimas, han sido calculadas por medio de métodos semi-

empíricos (Kurtin & Song, 1968) y ab initio.  

 

MÉTODOS SEMI-EMPÍRICOS 
 

Los métodos semi-empíricos se basan principalmente en las interacciones entre los 

electrones de valencia, sin tomar en cuenta a los electrones de capas internas de los 

átomos. En términos de tiempo, los métodos semi-empíricos son métodos más 

económicos que los ab initio, los cuales se explicarán más adelante (Bertran Rusca 

et al., 2002). Ambos formalismos usan el método variacional para resolver la ecuación 

de Schrödinger (Ecuación 12) y llegar a una descripción adecuada de propiedades 

electrónicas. 

 

 ĤΨ = EΨ (12) 
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Donde Ĥ es el operador Hamiltoniano, Ψ es la función de onda y E la energía del 

sistema. 

 

MÉTODOS AB INITIO 
 

La palabra ab initio, proviene del latín “desde el principio” y se emplea para nombrar a 

los métodos que se basan en resolver la ecuación de Schrödinger independiente del 

tiempo sin agregar ninguna referencia experimental. Las metodologías Hartree-Fock 

(HF) y de DFT son considerados ab initio (Jensen, 2007). 

 

MÉTODOS BASADOS EN LA TEORÍA DE HARTREE-FOCK 
 

El método de Hartree-Fock (HF) (Roothaan, 1951), también se sustenta en el método 

variacional y, en él se deduce la energía de una molécula con base únicamente en 

constantes universales tales como la carga y la masa de las partículas elementales, y 

la constante de Planck. Algunos autores le dan el nombre de método del campo 

autoconsistente o SCF (Self Consistent Field por sus siglas en inglés) (Bertran Rusca 

et al., 2002).  

 

CÁLCULOS BASADOS EN LA TEORÍA DE LOS FUNCIONALES DE LA 
DENSIDAD 

 

Los métodos de la teoría del funcional de la densidad (DFT, por sus siglas en inglés 

de Density Functional Theory), tienen en cuenta la correlación electrónica mediante un 

proceso alternativo a los métodos HF y por ello, sin perder de vista el compromiso 

entre tiempo de cálculo y exactitud, es considerado una mejora (Jensen 2007).  

 

La teoría de los funcionales de la densidad desarrollada por Hohenberg y Kohn 

(Hohenberg & Kohn, 1964) establece que se puede determinar la energía de un 

sistema conociendo la densidad electrónica de este. Por otro lado, en algunos 
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sistemas los funcionales puros de DFT o HF hacen aproximaciones muy pobres. Por 

ello, se han creado los funcionales híbridos que toman la energía exacta HF más la 

correlación de intercambio de DFT (Bertran Rusca et al. 2002). 

 

ESTUDIOS TEÓRICOS REALIZADOS A POLIFENOLES 
 

Entre los cálculos semiempíricos realizados, destaca el de Nino y colaboradores 

(2000), que reportan las características estructurales y electrónicas del flavanol 

quercetina (Nino, Toscano, & Uccella, 2000). En este estudio se empleó el Método 

Amber 1 (AM1, por sus siglas en ingés de Amber Method) (Dewar, Zoebisch, Healy, & 

Stewart, 1985) y el Método Parametrizado 3 (PM3, por sus siglas en inglés de 

parametrized method 3). Además de este estudio, Justino y Vieira (2010), 

determinaron las estructuras electrónicas y el mecanismo de acción antioxidante de la 

miricitina y sus radicales derivados por medio de los métodos AM1, PM3 y PM6 

(Método parametrizado 6, por sus siglas en inglés de parametrized method 6). Sobre 

este último método se observó que presentaba buenos resultados generales sobre la 

planaridad de la molécula. Además, se observó que los métodos semi-empíricos 

sobreestiman la energía de los aniones, como también subestiman la energía de los 

radicales, al compararlos con otras metodologías (Justino & Vieira, 2010). 

 

A pesar de que en el área de los polifenoles los métodos semi-empíricos fueron los 

primeros para hacer cálculos teóricos, estos se han sustituido por los métodos DFT. 

En la actualidad solo el método semiempírico ZINDO (Por sus siglas en inglés de 

Zerner´s Intermediate Neglect of Differential Overlap) (Ridley & Zerner, 1973), tiene 

importancia, ya que conserva la habilidad para manejar grupos moleculares grandes 

(Trouillas et al., 2015); sin embargo, como otros métodos de interacción electrónica, 

ha fallado para predecir las propiedades espectrales en sistemas donde existe 

transferencia de carga intermolecular, como ocurre en la copigmentación de 

antocianos (Trouillas et al., 2016). 
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Los métodos híbridos se han empleado ampliamente en el análisis de polifenoles. 

Estos métodos han sido empleados para determinar la geometría de flavonoides como 

la quercetina y los antocianos; para los que se emplearon los funcionales híbridos 

B3LYP y bases como la 3-21G(d,p), 6-31G(d,p), 6-31+G(d,p) y 6-311++G(d,p) (Botten, 

Fugallo, Fraternali, & Molteni, 2015; Domagała, Munshi, Ahmed, Guillot, & Jelsch, 

2011; Estévez & Mosquera, 2007; Mazzone, Malaj, Russo, & Toscano, 2013; Nakajima 

et al., 2006). 

 

Vallverdú y colaboradores en 2016, emplearon el TD-DFT dependiente del tiempo (TD, 

por sus siglas en inglés de Time Dependent) para calcular los estados excitados, tales 

como el orbital molecular ocupado de más alta energía (HOMO) y el orbital molecular 

desocupado de más baja energía (LUMO). Además, los espectros de absorsión 

teóricos, se emplearon para el estudio de propiedades colorantes asociadas con el 

color de los vinos, y las interacciones entre sus pigmentos (Vallverdú-Queralt et al., 

2016).  

 

Entre las investigaciones realizadas que involucra el TD-DFT, se encuentra el de 

Mazzone y colaboradores (2013), en el que calculan las excitaciones electrónicas o 

espectro UV-vis teórico de análogos de resveratrol. En dicho estudio se aplicaron los 

funcionales B3LYP, PBE0 y wB77XD, siendo este último el que mostró mejor 

correlación con los datos experimentales. Además, la simulación de estos espectros 

brindó información importante sobre  la energía de excitación, cubriendo los huecos 

experimentales. Además concluyeron, que este tipo de caracterizaciones en los  

mecanismos de acción de antioxidantes podrían ser de gran importancia en estudios 

de bioquímica y farmacología (Mazzone et al., 2013).  

 

Otras comparaciones entre datos experimentales y teóricos en los polifenoles es el 

realizado a 33 compuestos, en el que se destaca la recomendación por usar el 

funcional híbrido B3P86 con la base 6-311+G(d,p). Gracias a esta metodología 

lograron correlacionar los factores estructurales de las moleculas con las transiciones 

ópticas (Anouar, Gierschner, Duroux, & Trouillas, 2012). 
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Adicionalmente a los funcionales antes citados, existen otros funcionales híbridos en 

los que se varía la contribución del término de intercambio HF en combinación con 

otros. Es decir, para estos métodos se consideran en la dependencia del funcional la 

densidad electrónica y su gradiente, así como la densidad de la energía cinética. Estos 

funcionales son conocidos como funcionales híbridos Meta GGA (Generalized 

Gradient Approximation). Sanchez-Bojorge y colaboradores en 2015, emplearon los 

funcionales híbridos M06-L, M06, M06-2X, M06-HF y M11 con PBE0 y B3LYP para 

modelar la cianidina y el cloruro de cianidina. Con la comparación de estas 

metodologías encontraron que los funcionales con menor intercambio HF tuvieron 

mejor correlación con los datos experimentales obtenidos en difracción de rayos X 

(Sanchez-Bojorge, Rodriguez-Valdez, Glossman-Mitnik, & Flores-Holguin, 2015).  

 

Por otro lado, propiedades como la solvatación, generalmente se calculan con el 

modelo polarizable continuo (PCM, por sus siglas en inglés de Polarizable Continuum 

Model) utilizando el mismo nivel de teoría que se utiliza en la optimización geométrica. 

El PCM es un método en el que el soluto es embebido en una cavidad de un medio 

continuo caracterizado por su constante dieléctrica. En un estudio sobre propiedades 

antioxidantes de antocianidinas se utilizó el funcional híbrido B3LYP con la base 6-

31++G(d,p), mientras que en otros se han utilizado el IEFPCM con la metodología 

ωB97XD/6-31+G(d,p) (Mosquera, Estévez, & García Bugarín, 2015; Vallverdú-Queralt 

et al., 2016). 

 

Las constantes químicas tambien se han analizado al calcular las energías libres de la 

termodinámica clásica. Para obtener estos valores teóricos se ha recomendado 

emplear funcionales híbridos, ya que los funcionales DFT fallan. La aplicación que se 

le ha dado es calcular los pKa y pKh en  antocianos, en especial los del vino. Ya que, 

al conocer dichas constantes se puede entender mejor sobre la coloración de los 

antocianos, debido a que esta depende del pH de la solución. Para estos análisis se 

han utilizado las bases mPWP1PW91 con la base 6-31+G(d,p) (Trouillas et al., 2015). 
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DOCKING MOLECULAR 
 

Para el entendimiento y la predicción de propiedades físico-químicas de los antocianos 

los cálculos teóricos han llegado a ser una herramienta muy importante (Sinopoli, 

Calogero, & Bartolotta, 2019). Pero además de los métodos antes mencionados de 

DFT y ab initio, se ha recurrido a otras metodologías de modelación que se emplean 

principalmente para el desarrollo de fármacos y el análisis del metabolismo de estos. 

Una de estas metodologías se conoce como acoplamiento molecular, del inglés 

“molecular docking” (Kitchen, Decornez, Furr, & Bajorath, 2004). 

 

El docking es el proceso de modelación del alineamiento entre dos moléculas 

diferentes, en el que la molécula pequeña (ligando) se ajusta a una molécula proteica 

de mayor tamaño (Jensen, 2007). En la actualidad, esta es una herramienta para el 

descubrimiento de nuevos fármacos (Meng, Zhang, Mezei, & Cui, 2011); y ha sido útil 

para identificar dentro de una extensa base de datos a las moléculas que son afines a 

los sitios activos de diversas enzimas (Taylor, Jewsbury, & Essex, 2002).  

 

El primer paso para realizar el docking es obtener de una base de datos la estructura 

proteica, obtenida generalmente por cristalografía de rayos X. Luego la estructura y 

los posibles ligandos se emplean como entradas en el programa de docking (Mukesh 

& Rakesh, 2011). Los protocolos para docking pueden describirse como la 

combinación de una estrategia de búsqueda y una función de puntuación. Este método 

parece ser eficiente para predecir las preferencias y la forma de orientación de los 

sustratos dentro del saco catalítico. Donde se analizan las interacciones y las 

posiciones entre el sitio catalítico y el ligando (Dettori et al., 2018). 

 

ALGORITMOS DE BÚSQUEDA 
 

Los algoritmos de búsqueda son aquellos conjuntos de operaciones sistemáticas que 

deben elucidar todos las posibles formas de enlace entre la enzima y el ligando. Estos 
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algoritmos analizan los seis grados de libertad de rotación y traslación del ligando, más 

los grados de libertad conformacional interna de la proteína. Sin embargo, este análisis 

llevaría muchos años de tiempo computacional, por lo que en la práctica el gasto 

computacional se limita a aplicar las restricciones y limitaciones, que permitan localizar 

el mínimo de energía global de una manera mas eficiente. Una aproximación de los 

primeros algoritmos de acoplamientos fue el tratar al ligando y enzima como cuerpos 

rígidos, con solo seis grados de libertad de rotación y traslación (Taylor et al., 2002). 

 

Con el algoritmo de búsqueda se generan configuraciones que deberían incluir el modo 

de enlace determinado experimentalmente entre el ligando y la enzima (Taylor et al., 

2002).  

 

LAS FUNCIONES DE PUNTUACIÓN 
 

La clasificación de las posiciones generadas por los algoritmos de búsqueda son 

después clasificadas de acuerdo a funciones de puntuación, que se basan en la 

afinidad de los enlaces (Dettori et al., 2018). Esta clasificación debe ser realizada de 

una manera precisa y eficiente, la cual debe de distinguir las formas de enlace 

experimental de los modos de enlace que presenta el algoritmo de búsqueda. Además, 

la función de puntuación debe presentar un equilibrio entre el costo computacional y la 

falta de precisión que otorgan las funciones complejas (Taylor et al., 2002). 

 

Los métodos de puntuación se pueden basar en campos de fuerza de mecánica 

molecular (AMBER, OPLS, CHARMM) y funciones empíricas de energía libre, entre 

otras. Estas funciones empíricas estiman la energía de las posiciones, en las que una 

energía negativa mostraría la estabilidad del sistema y con esto una mayor 

probabilidad de enlace (Mukesh & Rakesh, 2011; Taylor et al., 2002).  

 

Otra forma de emplear las funciones de puntuación es realizar una puntuación de dos 

vías, en donde las funciones primero evalúan a la proteína y luego se emplea el 
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sistema de búsqueda para modificar el sistema. Para al final emplear de nuevo las 

funciones de puntuación y clasificar de nuevo a las estructuras (Taylor et al., 2002).  

 

Las funciones de puntuación pueden detener deficiencias que se pueden unir a una 

baja resolución cristalográfica. Por último, todos los factores que ocurren en un 

acoplamiento molecular son complejos y existe gran dificultad en la simulación 

computacional (Kitchen et al., 2004). 

 

En resumen, el proceso para efectuar el acoplamiento incluye la conformación y 

orientación del ligando dentro de un sitio especifico de unión en la proteína. El primer 

paso del estudio es la aplicación de algoritmos de acoplamiento que colocan los 

ligandos en el sitio activo de la enzima. En esta etapa se evalúan las diferentes 

conformaciones y orientaciones del ligando en el sitio activo, lo cual ofrece una gran 

cantidad de resultados posibles. El muestreo de los grados de libertad del ligando se 

debe de realizar con alta precisión para determinar cual es la conformación que mejor 

encaja con la enzima. Los algoritmos se complementan con funciones de puntuación, 

con las cuales se evalúan las interacciones ligando-enzima (Kitchen et al., 2004). 

 

El Autodock es un software gratuito, que es un buen punto de partida para observar el 

acoplamiento molecular. Este software emplea el simulador Monte Carlo y se basa en 

un algoritmo genético lamarckiano que explora el espacio conformacional de ligandos 

y ofrece una librería de candidatos en corto tiempo y costo computacional razonable 

(J. Gu, Liu, & Yu, 2011; Mukesh & Rakesh, 2011). Las orientaciones posibles se 

evalúan con el campo de fuerza AMBER junto con funciones de puntuación de energía 

libre (Mukesh & Rakesh, 2011).  

 

 

DOCKING Y DINÁMICA MOLECULAR EN CALB 
  

La CalB  es una de las hidrolasas más empleadas en la industria, por lo que también 

se ha estudiado su comportamiento por medio del docking molecular y otros modelos 
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de dinámica molecular. Estos estudios han abarcado desde la selectividad de la 

enzima hasta los complejos sustrato-enzima para probar la relación estructura-función 

de la enzima (Kumaresan, Kothai, & Lakshmi, 2011). Para el docking molecular, la 

CalB presenta una dificultad, debido a que el sitio activo es grande y mayormente 

hidrofóbico. Que el sitio activo sea grande implica que el muestreo espacial también 

será mayor para identificar la orientación más favorable ligando-proteína. A pesar de 

la dificultad que pueda resultar el estudio de la CalB por medio de docking, esta enzima 

es parte de diferentes investigaciones. Las cuales pueden emplear solo el docking o 

acompañado de la dinámica molecular, como se mencionó anteriormente (University 

of Groningen, 2020). 

 

Una de estas investigación es la de Kumerasan y colaboradores en 2011, que se 

dedicó a estudiar el rol que tienen las hélices de la enzima, ya que una mutación en 

los aminoácidos de la hélice a5 modificaría su movimiento, y por lo tanto, su actividad 

(Kumaresan et al., 2011). 

 

El docking junto con un análisis de la relación cuantitativa de la estructura-actividad 

fueron empleados para evaluar la enantioselectividad de la CalB, ocupando una base 

de datos de 28 donantes de acilo. En este estudio se evaluó la contribución del donante 

de acilo y cinco campos de interacción molecular. Los resultados mostraron que la 

enantioselectividad es consecuencia de interacciones moleculares múltiples, con 

diferente grado de contribución, siendo la más significante la del campo electrostático. 

Aunque quedó inconcluso si la interacción hidrofóbica entre el donante acilo y la 

proteína pudieran afectar la selectividad de la última (J. Gu et al., 2011).  

 

Por otro lado Escorcia y colaboradores en 2014 y 2013, estudiaron la 

enantioselectividad en la acilación de (R,S) propanolol por medio de CalB. En este 

proyecto se ensayaron la acetilación y la des-acetilación de la enzima, encontrándose 

las formas de interacción entre cada isómero y la enzima. En estas formas de unión 

se encontró que el enantiómero R puede tomar una orientación más favorable hacia el 

sitio catalítico de la enzima. Dicha orientación propiciaría que se lleve a cabo la 
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acetilación del isómero R-propanolol en lugar de la del S-propanolol. Estos datos 

concuerdan con los resultados experimentales de la reacción, la cual fue 

enantioselectiva para el R-propanolol (Escorcia et al., 2014; Escorcia, Molina, Daza, & 

Doerr, 2013). 

 

La acilación de proteínas ha empleado también a la CalB, por lo que ha llevado al 

estudio de las interacciones y orientaciones de diferentes sustratos proteicos en la 

cavidad catalítica de la lipasa. El docking, docking flexible y la dinámica molecular 

fueron utilizados para investigar la acilación selectiva del grupo e-amino. Estos 

estudios proveyeron información acerca de la selectividad de la enzima (Dettori et al., 

2018; Ferrari et al., 2014). Ferrari y colaboradores (2014) mostraron que el bolso 

catalítico de la CalB prefiere cadenas largas y flexibles. De esta manera las moléculas 

podrían penetrar en la profundidad de la bolsa y alcanzar la triada catalítica. Otro dato 

importante, es que la rigidez y profundidad del sitio catalítico de la enzima podría ser 

la principal causa de su selectividad (Ferrari et al., 2014). Así mismo, Dettori y 

colaboradores (2018), encontraron que la presencia de un grupo carbonil grande 

puede provocar impedimento estérico, mientras que la posición e es más accesible y 

flexible para el sitio catalítico (Dettori et al., 2018). 

 

En 2019 Gu y colaboradores emplearon el docking para encontrar el mecanismo de la 

adición aza-Michael entre anilina y acrilatos, utilizando a la CalB como catalizador. 

Este procedimiento ayudó a explicar el efecto de las estructuras del ligando sobre la 

reacción y su rendimiento. Además sugiere que el tipo de sustituyentes en el anillo 

bencénico de la anilina puede tener impacto en las interacciones de los intermediarios 

de la reacción y el sitio activo de la enzima; por lo que afectaría la estabilidad sustrato-

enzima y por lo tanto el rendimiento de la reacción (B. Gu et al., 2019). 

 

De Oliveira y colaboradores (2009) analizaron el comportamiento de la isoquercetina 

y de la rutina por medio de docking y dinámica molecular. Este grupo observó que el 

aglicón de estos flavonoides se podría estabilizar por medio de puentes de hidrógeno 

e interacciones hidrofóbicas. Mientras que el azúcar de dichos flavonoides fue 
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estabilizado cerca del sitio catalítico. Sus resultados también mostraron que solo los 

hidroxilos 6´´de la Isoquercetina y 4´´´ de la rutina se estabilizaron cerca del sitio 

reactivo de la histidina y del enlace acetato-serina de la enzima. Con lo que 

teóricamente la esterificación esperada en esta reacción sería en dichos sitios. Estos 

resultados concuerdan con los productos de la acilación enzimática de la Isoquercetina 

y de la rutina (De Oliveira et al., 2009).  

 

En el estudio de Christelle y colaboradores en 2011, se ofrece una explicación de por 

qué la lipofilización de quercetina ha podido suceder empleando la lipasa de 

Pseudomonas cepacia (PCL) y no con CalB. Según los resultados del docking y 

dinámica molecular esto podría deberse a que la CalB tiene menor espacio en el sitio 

catalítico que la PCL, lo que disminuiría la distancia entre este y la quercetina, 

facilitando de esta manera la reacción. Mientras que la quercetina dentro de la CalB, 

mostró que se puede estabilizar en la zona del oxianión. Esta estabilización dificultaría 

el acceso y la orientación de la quercetina al sitio catalítico para que ocurra la reacción, 

lo cual podría explicar la especificidad de la CalB por flavonoides glicosilados 

(Christelle et al., 2011). Además, otros resultados experimentales pueden ser también 

contradictorios sobre la especificidad de la CalB sobre alcoholes primarios ya que, se 

ha logrado esterificar flavonoides que no poseen estos grupos en su estructura (Chebil 

et al., 2007; Saik et al., 2016, 2017b; Yang et al., 2019).  

 

Pasos para la simulación de la lipofilización 

1. Unión del ácido carboxílico a la estructura de la enzima. 

2. Simulación de la reacción empleando el flavonoide. 

 

Para definir cuales interacciones teóricas podrían sugerir una interacción experimental 

entre un sustrato y una enzima, se determinó que debería de existir en los resultados 

de interacción una distancia ligando-enzima de 4 Å (Christelle et al., 2011; De Oliveira 

et al., 2009).  
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JUSTIFICACIÓN 
 
La transformación estructural de los antocianos ha traido consigo cambios en sus 

propiedades físico-químicas. Por ejemplo, en la lipofilización química de la delfinidina 

3-O-sambubiósido, algunos de sus productos perdieron el color. Además, los ésteres 

producidos, debido a la dificultad que presentó su purificación, solo se caracterizaron 

parcialmente por técnicas espectrométricas. Por esta razón, no esta claro el por qué 

de la pérdida de color (Grajeda-Iglesias et al., 2017). Sin embargo, la explicación a 

este fenómeno podría explicarse por medio de la química computacional. La cual, 

actualmente puede ser empleada como una metodología que auxilia a entender y 

predecir las propiedades físico-químicas de los antocianos y compuestos relacionados 

(Sinopoli et al., 2019). 

 

Por esta razón, el empleó de la química computacional, en específico de la DFT y TD-

DFT, podría dar un panorama sobre lo que ocurre a nivel molecular del antociano 

cuando este es esterificado en distintos sitios.  

 

Por otra parte, la lipofilización enzimática de los antocianos, al ser una reacción 

selectiva en el alcohol primario del azúcar, ha ofrecido un solo producto por antociano 

en la reacción. Lo que ha brindado mayor facilidad en la purificación y caracterización 

físico-química de los nuevos pigmentos producidos. Además qué, los nuevos 

pigmentos producidos conservan su color y poseen mayor lipofilicidad (Cruz et al., 

2016; Cruz et al., 2017). Lo que podría indicar que la lipofilización selectiva en el azúcar 

primario de los antocianos sería un factor para evitar la pérdida de color de los nuevos 

productos formados por lipofilización. 

 

De esta manera, la lipofilización enzimática con CalB es la opción que ofrece obtener 

un antociano con propiedades liposolubles que mantenga sus propiedades colorantes. 

Además, la lipofilización selectiva facilita la purificación y caracterización físico-química 

con la finalidad de obtener información sobre sus posibles aplicaciones. Por último, el 
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empleo de Hibiscus sabdariffa L como materia prima, brindaría un valor agregado a 

este cultivo nacional al obtener los antocianos de su flor. 

 
 

HIPÓTESIS 
 

La lipofilización química o enzimática tiene efectos sobre las propiedades de color que 

pueden ser explicados por cálculos teóricos. 

 
 

OBJETIVO GENERAL 
 

Determinar teórica y experimentalmente las propiedades físico-químicas de los ésteres 

de antocianos obtenidos por vía enzimática. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 
 

Explicar por medio de la química computacional los cambios en las propiedades 

colorantes que experimentaron los ésteres de la jamaica lipofilizados por vía química. 

 

Lipofilizar enzimáticamente los antocianos de la flor de jamaica. 

Determinar las propiedades físico-químicas de los ésteres de los antocianos 

lipofilizados enzimáticamente. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

MATERIALES Y EQUIPOS 
 

REACTIVOS 
 

De Sigma- Aldrich fueron adquiridos: 

Lipasa B de Candida antarctica inmovilizada (³5000 U/g recombinante, expresada en 

Aspergillus niger) (USA; Madrid, España) 

Ácido hexanóico (USA)  

Ácido octanóico (Madrid, España) 

Tamices moleculares de 4 Å (USA; Madrid, España) 

2-Metil-2-Butanol (Madrid, España) 

Dodecilsulfato sódico (SDS) (Madrid, España) 

 

El ter-butanol (J.T. Baker). 

 

Gel de silica LiChroprep RP-18 (40-63 µm) (Merck; Darmstadt, Germany) 

 

EQUIPOS Y SOFTWARE 
 

Clúster en paralelo armado en fábrica (Linux, modelo X4150 Xeon 5345/8G RAM) 

Gaussian09 (Linux) (Frisch et al., 2016) 

GaussView 5 (Windows) 

Avogadro (Mac) 

SWizard (Windows) 

Xcalibur 2.0.7 (Thermo Fisher Scientific) 

Liofilizador  BenchTop Pro (Virtis SP Scientific) 
 

Cromatógrafo de líquidos de alta resolución Agilent (1100 Series, Alemania) 

Cromatógrafo de líquidos de alta resolución Hitachi L-7100 (Merck) 
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Espectrómetro de masas LCQ (ThermoScientific, EUA) 

Espectrómetro de masas LCQ DECA XP MAX (ThermoScientific, EUA) 

 

 

MÉTODOS 
 

METODOLOGÍA TEÓRICA 
 

VALIDACIÓN 
 

Se modeló en el programa GaussView la molécula de cianidina en su forma flavilio. 

Para la validación del modelo molecular de la cianidina, se empleó el DFT con las 

combinación entre los funcionales B3LYP, M06, M06-2X y los conjuntos de bases 6-

31G, 6-31++G(d,p), 6-311++G(d,p). De acuerdo al funcional utilizado, se le agregó la 

“keyword” #m06 para las instrucciones del cálculo con el funcional M06, mientras que 

para el funcional M06-2X se le agregó la “keyword” #m06-2x. Además, por tratarse de 

cationes, todos los cálculos emplearon carga +1 y multiplicidad de singulete. 

 

El primer cálculo realizado fue la optimización de la geometría molecular y la 

determinación de la ausencia de frecuencias imaginarias en fase gas a las estructuras 

optimizadas. 

 

Una vez obtenida la geometría molecular de menor energía en fase gas se optimizó la 

geometría en fase acuosa y se determinó la ausencia de frecuencias imaginarias, 

empleando la variante de formalismo de ecuaciones integrales (IEF, de las siglas del  

inglés de Integral Equation Formalism) del modelo continuo polarizable (PCM, de las 

siglas del inglés de Polarizable Continuum Model) (Miertuš, Scrocco, & Tomasi, 1981; 

Pascual-ahuir, Silla, & Tuñon, 1994).  

 

Por último, se compararon las distancias y ángulos obtenidos teóricamente en fase 

acuosa con aquellos obtenidos de difracción de rayos X del bromuro de cianidina 
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(Ueno, 1977). La validación entre los datos de difracción de rayos X y resultados 

teóricos se realizó para cada una de las combinaciones de funcionales y conjuntos de 

base.  

 

MODELACIÓN DE ANTOCIANOS 
 

Una vez obtenida la validación de la estructura de la cianidina, esta se tomó como 

modelo para obtener la molécula de la delfinidina 3-O-sambubiósido. Para agregar la 

glucosa y xilosa, correspondientes a los azúcares del sambubiósido, se modeló por 

separado cada uno de estos. Posteriormente se unieron y se añadieron a la estructura 

de la delfinidina. 

 

Después de obtener el modelo del sambubiósido unido a cada uno de los antocianos, 

se realizó la optimización geométrica y se confirmó la ausencia de frecuencias 

imaginarias en fase gas. 

 

Una vez obtenida la estructura en fase gas, se empleó su archivo de salida para la 

optimización de geometría y  el estudio de frecuencias de la fase acuosa. 

 

REACTIVIDAD LOCAL 
 

Una vez obtenida la geometría molecular en estado acuoso, se realizó un análisis de 

reactividad local utilizando diferentes análisis de población para la delfinidina 3-O-

sambubiósido, empleando el análisis natural de población (NPA, del inlgés Natural 

Population Analysis), Mulliken y Hirshfeld. Se calcularon las reactividades con respecto 

a ataques nucleofílicos y elecrofílicos. Para estos cálculos se emplearon los índices de 

Fukui, los cuales emplean las siguientes funciones (Fórmulas 13-15). 

 

 𝑓XY = 𝑞X(𝑁 + 1) − 𝑞X(𝑁) (13) 
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 𝑓X^ = 𝑞X(𝑁) − 𝑞X(𝑁 − 1) (14) 

 

 

Donde:  

fj+.- reactividad en ataque nucleofílico 

fj-.- reactividad en ataque electrofílico 

qj.- es la carga de un átomo específico 

N.- valor de la energía electrónica 

 

Cada cálculo se llevó a cabo con la carga neutra, como anión y como catión; en el 

caso de los antocianos debido a que son carbocationes, la carga empleada fue de +1 

y la multiplicidad de 1. En el caso del análisis de carga aniónica se empleó la carga 0 

y la multiplicidad de 2, mientras que en el cálculo de la energía como catión se empleó 

una carga +2 y multiplicidad de 2.  El cálculo fue realizado en fase acuosa empleando 

el IEFPCM.  

 

 

ESTADOS EXCITADOS 
 

Por medio del TD-DFT se obtuvieron los espectros teóricos del UV-vis de los 

antocianos y los ésteres de antocianos en fase acuosa empleando el IEFPCM. Los 

funcionales empleados fueron B3LYP, M06 y M06-2X con la base 6-31 ++G(d,p). 

Posteriormente, se obtuvieron los orbitales moleculares con el nivel de teoría que se 

aproximara más a los estados excitados experimentales. 

 

El resumen de la metodología se muestra en el diagrama de la Figura 6.  
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Figura 6. Diagrama de la metodología teórica. 
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DOCKING RÍGIDO 
 

Las estructuras de delfinidina 3-O-sambubiósido y malvidina 3-O-glucósido fueron 

optimizadas con la metodología DFT:B3LYP/6-31++g(d,p). Ambas estructuras 

optimizadas de delfinidina 3-O-sambubiósido y malvidina 3-O-glucósido fueron 

utilizadas como ligando en el docking molecular rígido por medio del software Autodock 

4.0 con un algoritmo genético. La malvidina 3-O-glucósido se empleó como control, ya 

que la reacción de lipofilización con este antociano ya ha sido confirmada 

experimentalmente. La estructura cristalina de la macromolécula empleada fue la  

4K6G (Xie et al., 2014) de la lipasa B de Candida antarctica. El primer paso fue limpiar 

la molécula, eliminando estructuras de etilen-glicol y agregando los hidrógenos 

polares. Posteriormente se realizó un docking ciego en el área total de la 

macromolécula, además en el sitio activo 1 y el sitio activo 2 empleando la estructura 

de los antocianos mencionados previamente. Los parámetros de análisis se pueden 

observar en la Tabla 3.  

 
Tabla 3. Parámetros del acoplamiento molecular rígido entre la lipasa B de Candida antarctica y los 
antocianos delfinidina 3-O-sambubiósido y malvidina 3-O-glucósido. 

Parámetro Docking ciego Sitio 1 Sitio 2 

X 126 30 30 

Y 126 34 34 

Z 126 26 26 

Spacing center 0.747 0.375 0.375 

x 8.734 -4.575 7.746 

y 0.126 -5.227 -23.055 

z 37.763 28.714 16.303 
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METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 
 

EXTRACCIÓN 
 

La flor de jamaica se obtuvo del mercado local y posteriormente fue triturada en una 

licuadora (Oster de acero inoxidable modelo 4090) hasta obtener un polvo fino, que se 

almacenó a -20°C hasta la extracción de los polifenoles. La extracción polifenólica se 

realizó con 200 g de flor de jamaica molida, los cuales se colocaron en 250 mL de 

solución agua (5% ácido acético, v/v)- etanol (80:20). La mezcla se colocó en un 

sonicador con una cama de hielo durante 30 minutos. Al finalizar la sonicación, el 

extracto se filtró y el residuo de la flor de jamaica se desechó. El extracto se concentró 

por rota evaporación a 36°C y posteriormente se almacenó a -20°C para su posterior 

análisis. 

 

CUANTIFICACIÓN DE ANTOCIANOS 
 

Para la cuantificación de los antocianos se realizó una curva de calibración de 

delfinidina 3-O-sambubiósido. La delfinidina fue obtenida de un extracto de flor de 

jamaica que fue fraccionado y purificacdo en un trabajo previo (Grajeda-Iglesias, 

2016). La curva se realizó con 5 soluciones diferentes de delfinidina 3-O-

sambubiósido, las cuales se prepararon por diluciones seriadas a partir de una 

solución madre de 1000 mg/L. Todas las soluciones fueron disueltas en agua 

acidificada (ácido acético 5%). Las concentraciones para cada solución fueron de 62.5, 

125, 250, 500 y 1000 mg/L de delfinidina 3-O-sambubiósido. Cada punto se leyó por 

triplicado en HPLC-DAD. 

 

FRACCIONAMIENTO POR EXTRACCIÓN DE FASE SÓLIDA 
 

El fraccionamiento se realizó por medio de cromatografía de extracción de fase sólida 

(SPE, por sus siglas en inglés de Solid Phase Extraction). La metodología se desarrolló 

de acuerdo a lo reportado por Grajeda-Iglesias y colaboradores en 2016 (Grajeda-
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Iglesias et al., 2016), con una modificación en los solventes. Se empleó etanol en lugar 

de metanol, ya que el primero es mas amigable con el medio ambiente. Se tomó 2 mL 

de extracto de jamaica diluido y se colocó en el cartucho de Sep-pak® previamente 

activado con etanol y equilibrado con agua (5% ácido acético, v/v). Después se le 

agregó sucesivamente 300 mL de agua (5% ácido acético, v/v) (F1); 200 mL de agua 

(5% ácido acético, v/v)-etanol (97.5:2.5) (F2); 200 mL de agua (5% ácido acético, v/v)- 

etanol (95:5) (F3); 50 mL de etanol (F4) y finalmente el cartucho se limpia con 50 mL 

de etanol. Cada una de las fracciones fue evaporada en rota vapor a 36°C. El residuo 

obtenido se recuperó con 2 mL de (5% ácido acético, v/v) y se almacenó a -20°C para 

emplearse en análisis posteriores. La pureza de las fracciones F2 y F3 se determinó 

por medio de HPLC/DAD, así como el contenido de antocianos. 

 

 

FRACCIONAMIENTO POR CROMATOGRAFÍA BATCH 
 

El fraccionamiento del extracto de flor de jamaica se realizó por medio de 

cromatografía en fase reversa con gel C18 en un embudo Buchner. La silica C18 se 

acondicionó previamente en metanol antes de ser equilibrada con agua acidificada 

(ácido clorhídrico 0.1 M). Después del equilibrio se adicionó el extracto de jamaica 

diluido y se pasó a través del gel HCl (0.1 M) para eliminar ácidos fenólicos y azucares. 

Después del lavado, se eluyó la fracción rica en delfinidina 3-O-sambubiósido con una 

solución 95/5 de HCl (0.1 M)/etanol (v/v). Posteriormente se limpió el gel C18 con 

etanol 100%, ya que la delfinidina era el único compuesto de interés. La fracción se 

concentró por medio de evaporación al vacío a 40 °C y se inyectó en el HPLC con 

columna de fase inversa C18, para determinar su grado de pureza. 
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LIPOFILIZACIÓN DE LA DELFINIDINA 3-O-SAMBUBIÓSIDO EN TERT-
BUTANOL 

 

La lipofilización se llevó a cabo de acuerdo a lo reportado por Cruz et al. (2017), 

empleando ter-butanol en lugar del 2-metil-2 butanol como solvente. Antes de realizar 

la reacción, el antociano fue disuelto en metanol acidificado (2% HCl), para asegurar 

que se encontrara en la forma flavilio; posteriormente se evaporó bajo presión reducida 

a 37ºC. Después se disolvió 4 mg del cloruro de delfinidina 3-O-sambubiósido en 4 mL 

tert-butanol anhidro. A esta mezcla se agregó  ácido hexanóico (100 equivalentes) y el 

tamiz molecular activado (100 g/L). Por último se agregó la lipasa inmobilizada de 

Candida antarctica B (20 g/L), con lo cual se dio inicio la reacción enzimática. La 

reacción se llevó a cabo en atmósfera inerte a 60°C. Antes de comenzar la reacción, 

se tomó una alícuota de la misma y se inyectó en el HPLC-DAD/MS. Después de 

iniciada la reacción se tomó una alicuota cada hora, la cual fue inyectada en el HPLC-

DAD Agilent 1100 series (Alemania) con el fin de monitorear la formación del nuevo 

compuesto (Cruz et al., 2017). 

 

LIPOFILIZACIÓN DE LA DELFINIDINA 3-O-SAMBUBIÓSIDO EN 2-METIL-2 
BUTANOL 

 

Esta reacción al igual que la realizada en ter-butanol, se realizó de acuerdo a la 

metodología de Cruz y colaboradores (2017). Se disolvieron 10 mg de cloruro de 

delfinidina 3-O-sambubiósido en 10 mL 2 metil-2 butanol anhidro (2M2B). Después de 

la disolución del antociano, se agregó el ácido octanóico (C8) (100 equivalentes) y el 

tamiz molecular activado (100 g/L). Por último se agregó la lipasa inmovilizada de 

Candida antarctica B (40 g/L), con lo cual dio inicio la reacción enzimática. La reacción 

se llevó a cabo en atmósfera inerte a 60°C. Al inicio de la reacción se tomó una alícuota 

y se inyectó en el HPLC/DAD Hitachi. Después de iniciada la reacción se tomó una 

alicuota cada hora, la cual fue inyectada en el HPLC/DAD Hitachi con el fin de observar 

la evolución de la reacción. La reacción se detuvo al obtener la máxima conversión. La 

finalización de la reacción se llevó a cabo al filtrar los tamices moleculares y la enzima, 
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agregando metanol para recuperar los pigmentos adheridos a estos. Posteriormente, 

se evaporaron el metanol y el 2M2B, para por último recuperar el medio de reacción 

en 10 mL de metanol  

 

 

EXTRACCIÓN LÍQUIDO-LÍQUIDO 
 

Después de recuperar la reacción en metanol, para eliminar los ácidos grasos en 

exceso de la reacción de lipofilización, se empleó la extracción líquido-líquido. Se 

realizaron dos extracciónes con dos solventes diferentes. La primer extracción se 

realizó con heptano (1:1 v/v), por triplicado. Mientras que, la segunda extracción se 

llevó a cabo con hexano (1:1 v/v), también por triplicado. El heptano y el hexano fueron 

descartados. Después de confirmar la ausencia de ácido grasos libres por medio de 

TLC, la fracción metanólica se evaporó a sequedad y el residuo se recuperó con agua 

acidificada (0.1 M HCl). La muestra se almacenó a -20°C para posteriormente aislar el 

éster obtenido. 

 

 

CROMATOGRAFÍA DE CAPA FINA  
 
Se realizó una TLC en sílica para determinar si los ácidos grasos excedentes de la 

fracción metanólica fueron eliminados con la extracción líquido-líquido. La solución 

eluyente fue una mezcla de hexano/acetato de etilo (4:2 v/v), en la que se colocó la 

mezcla de la reacción, recuperada en metanol y, un control de ácido octanóico.  

 

 

CROMATOGRAFÍA FLASH 
 

La separación de los productos de la lipofilización enzimática se realizó por medio de 

cromatografía flash. Se empleó el gel LiChroprep RP-18 (Merck, Alemania) con una 

altura de columna de 23 cm.  El gel se acondicionó con metanol acidificado (0.1 M de 
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HCl) y posteriormente se equilibró con dos volúmenes de una solución de HCl 0.1 M. 

Después del equilibrio, se cargó en la columna la muestra totalmente disuelta en una 

solución HCl 0.1M y la mínima cantidad de metanol acidificado (0.1 M de HCl). Este 

último se empleó debido a que los productos lipofílicos no se disuelven en agua. La 

separación del compuesto inicial del producto se realizó aumentando gradualmente la 

concentración del metanol 0.1 M. Por medio de una bomba mecánica se aplicó presión 

a la columna, para obtener un flujo aproximado de 3mL/min. Se recolectó y analizó por 

HPLC en columna C18 cada una de las fracciones obtenidas. 
 

 

CROMATOGRAFÍA DE BAJA PRESIÓN 
 
Esta metodología se realizó para purificar por segunda vez el producto de lipofilización. 

Se empleó con gel LiChroprep RP-18 (Merck, Alemania) acondicionado con metanol 

acidificado (2% HCl) y equilibrada con agua acidificada (2% HCl). Se colocó la muestra 

empleando la mínima cantidad de metanol para disolver el nuevo antociano. Se aplicó 

presión por medio de una bomba peristáltica, para obtener un flujo de 1mL/min. 

Posterior a la aplicación del nuevo antociano en la columna, se aumentó gradualmente 

la cantidad de metanol acidificado (0.1 M HCl). El producto deseado se recolectó y se 

concentró en rotavapor a 40°C para posteriormente liofilizarse. 

 

ANÁLISIS EN CROMATOGRAFÍA DE ALTA RESOLUCIÓN  
 

Se empleó el análisis cromatográfico para: 

1. Obtener el perfil fenólico del extracto de la flor de jamaica. 

2. Determinar parcialmente la pureza de las fracciones obtenidas por 

fraccionamiento en extracción de fase sólida. 

3. Cuantificar los antocianos contenidos en el extracto bruto de la flor de jamaica 

y las fracciones.  

4. Monitorear el avance de las reacciones de lipofilización. 
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Perfil fenólico del extracto de jamaica 
 

Las determinaciones del perfil fenólico se realizaron por medio de un cromatógrafo de 

líquidos de alta resolución (HPLC, por sus siglas en inglés de High Peformance Liquid 

Chromatography) Agilent 1100 Series (Alemania). Se inyectaron 10 µL de muestra a 

un flujo de 0.300 mL/min con un gradiente de agua (ácido fórmico 1% v/v) (A) y 

acetonitrilo (B). El gradiente mencionado se puede observar en la Tabla 4.  Se utilizó 

una columna de fase inversa SB-C18 (Zorbax Stablebond de 80Å, 2.1 x 150 mm, 3.5 

µm de diámetro de partícula) con una temperatura de columna de 30°C. Durante el 

análisis se empleó un módulo de arreglo de diodos Agilent 1100 series (Alemania) en 

las longitudes de onda de 280, 320, 360 y 520 nm. 

 
Tabla 4.Gradiente de elución para análisis en HPLC Agilent 1100 series. 

Tiempo  

(min) 

A 

% 

B 

% 

0 100 0 
8 90 10 

10 90 10 

23 80 20 

30 70 30 

45 60 40 

50 20 80 

55 0 100 

60 0 100 
65 100 0 

 

 

El seguimiento de la reacción de lipofilización se realizó en un HPLC Hitachi L-7100 

(Merck), equipado con detector de arreglo de diodos (Merck, Hitachi L7450A) y una 

columna de fase inversa C8 (150 mm x 2.1 mm de diámetro interno, Vydac 208TP, 

Grace Division Discovery Sciences). Se inyectaron 20 µL de cada muestra a un flujo 
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de 0.4 mL/min con fases móviles de agua acidificada (0.5% con ácido fórmico) (%A) y  

acetonitrilo (%B). El gradiente que se empleó se muestra en la Tabla 5. 

 

 
Tabla 5. Gradiente de elución para HPLC Hitachi L-7100. 

Tiempo  

(min) 

A 

% 

B 

% 

0 100 0 

5 80 20 

15 0 100 
25 0 100 

35 100 0 

 

 

ANÁLISIS EN CROMATOGRAFÍA DE ALTA RESOLUCIÓN ACOPLADO A 
ESPECTROMETRÍA DE MASAS 

 

Espectrómetro LCQ  
 

La reacción de la lipofilización enzimática de delfinidina 3-O-sambubiósido con ácido 

hexanpoico se monitoreó por medio del HPLC-DAD Agilent 1100 series (Alemania), 

acoplado a un espectrómetro de masas LCQ (ThermoScientific, EUA). En el caso del 

acoplamiento HPLC-DAD/MS, se inyectaron en el HPLC 10 µL de muestra a un flujo 

de 0.250 mL/min con un gradiente de agua (ácido fórmico 1% v/v) (A) y acetonitrilo (B). 

La ionización de la muestra en el espectrómetro se llevó a cabo por medio de 

ionización en electrospray (ESI, por sus siglas en inglés de ElectroSpray ionization) en 

modo positivo.  

 

Espectrómetro LCQ DECA XP MAX 
 

Para el monitoreo de la reacción de delfinidina 3-O-sambubiósido con ácido octanóico 

se empleó un HPLC Finnigan Surveyor series acoplado a un espectrómetro de masas 
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LCQ DECA XP MAX. La columna, las fases móviles y demás parámetros de la 

cromatografía son los utilizados en el seguimiento de reacción de la lipofilización de 

delfonidina 3-O-sambubiósido y ácido octanóico. La ionización se realizó con una 

fuente ESI con un voltaje de evaporación y de capilar de 5 kV y 4 kV , respectivamente.  

 

ABSORTIVIDAD MOLAR e 
 
La determinación del coeficiente de absortividad molar para la delfinidina 3-O-

sambubiósido se determinó por medio del método HPLC-DAD reportado por Pelillo y 

colaboradores (2004) (Pelillo et al., 2004). El método consiste en graficar las áreas de 

la curva, tomadas a 520 nm, a diferente concentración (abscisa) contra los valores que 

representan el termino dependiente de la Ecuación 9 (ordenadas).  

 

 
Á𝑟𝑒𝑎 = 	𝜀 ∗

0.06 ∗ 𝑏 ∗ 𝑚L

𝐹 ∗ 𝑃𝑀  (9) 

 

 

Para obtener los valores de los terminos dependientes (y), se empleó la Ecuación 10 

y, para los términos dependientes la Ecuación 11. 

 

 𝑦 = área bajo la curva (10) 

 

 
x=

0.06*b*m0

F * PM ∗ 1000 (11) 

 

Donde: 

Área.- Es el área bajo la curva del pico (UµA.seg) 

PM.- Peso molecular (g/mol) 

m0.- masa inyectada en el cromatógrafo (ng) 

b.- 1 cm 

F.- Flujo del cromatógrafo (cm3/s) 

1000.- Coherencia dimensional 
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Para los cálculos de e, en el método del espectrofotómetro se emplea la ley de 

Lambert-Beer y el peso del antociano, incluyendo el cloro como contra-ión, y una 

molécula de agua de la hidratación (Giusti et al., 1999). 

 

 

CINÉTICA QUÍMICA 
 
Para determinar el orden de reacción en la desaparición y aparición de componentes 

en la reacción de lipofilización se graficaron las concentraciones de estos a diferentes 

tiempos de acuerdo a las ecuaciones 15, 16 y 17. Estas ecuaciones corresponden a 

cinéticas de orden cero, primero y segundo, respectivamente. 

 

  

[A]k = −𝑘𝑡 + [A]L 
(15) 

  

 𝐼𝑛 [𝐴]k = −𝑘𝑡 + 𝐼𝑛 [𝐴]L (16) 

 

 1
[A]p

= 𝑘𝑡 +
1

[A]L
 (17) 

 

 

RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR  
 
Se realizó la resonancia magnética nuclear (NMR, por sus siglas del inglés Nuclear 

Magnetic Resonance) a la mezcla de los dos productos de lipofilización. El espectro 

del 1H NMR (600.13 MHz) y del 13C NMR (125.77 MHz) se obtuvieron en un 

espectrometro Bruker-Avance 600 a 303 K. La muestra fue disuelta en DMSO-d6/ TFA 

(9:1) con TMS como estándar interno (Los desplazamientos químicos (d) se 

cuantificaron en partes por millón y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz ). Los 

desplazamientos químicos del 1H fueron asignados empleando espectrometría de 
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correlación (COSY) en 2D, mientras que solo se empleó tecnologías gHMBC y gHSQC 

para el 13C. El delay para el rango largo del acoplamiento C/H se optimizó a 7 Hz. 

 
 

LIPOFILICIDAD 
 

El coeficiente de partición octanol-agua (Log P) experimental se determinó por medio 

de el método de agitación de matraz. El n-octanol fue pre-saturado con HCl 0.1M por 

más de 24 horas. La delfinidina 3-O-sambubiósido y la delfinidina 3-O-sambubiósido-

C8 se disolvieron en 1 mL de n-octanol, respectivamente. Posteriormente se agregó 1 

mL de agua acidificada (HCl 0.1 M) a cada vial para alcanzar una concentración final 

de 0.17 mM. Posteriormente, el vial se mantuvo en agitación durante 1 h para luego 

dejar reposar por 24 h y permitir el equilibrio de los solutos entre las fases. Luego de 

alcanzar el equilibrio, se emplearon jeringas para extraer muestras de cada una de las 

fases (Cruz et al., 2017). Cada una de las muestras fue analizada por espectroscopia 

UV-vis y se tomaron las absorbancias a 520 nm. El logPoa se calculó empleando la 

Ecuación 18. 
 

 log𝑃rs = log
𝐴rtksurv
𝐴swxs

 (18) 

 

 

PARÁMETROS TERMODINÁMICOS O SALTOS DE PH. 
 

Las propiedades termodinámicas y las constantes de las cinéticas de la delfinidina 3-

O-sambubiósido (DpS) y la delfinidina 3-O-sambubiósido-C8 (DpS-C8) se 

determinaron por medio de el método de saltos de pH (Brouillard et al., 1978).  

 

Debido a que el éster de antociano DpS-C8 es poco soluble en agua, la metodología 

se realizó en una solución micelar de SDS, de acuerdo a la metodología reportada por 

Mendoza y colaboradores en 2018 (Mendoza et al., 2018).  
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Se preparó la solución de buffer universal de Theorell Stenhagen, disolviendo 2.25 mL 

de ácido fosfórico (85 % p/p), 7 g de ácido cítrico monohidratado, 3.54 g de ácido bórico 

y 343 mL de NaOH 1M en 1L de agua destilada.  

Se prepararon diferentes soluciones a diferente pH, empleando HCl (1M) y NaOH (0.1 

o 1 M). 

Se preparó una solución stock 0.3 mM de la DpS y el éster DpS-C8 en una solución 

0.1 M de SDS con HCl 0.1 M (pH~ 1). 

 

Para alcanzar una concentración en cubeta de 0.1 mM de la DpS y del éster DpS-C8 

se adicionaron 300 µL de cada solución stock, 300 µL de buffer universal de Theorell 

Stenhagen al pH deseado y 300 µL de NaOH 0.1 M. La absorbancia UV-vis de estos 

saltos de pH directos, al adicionar NaOH, fue monitoreada por medio de un 

espectrofotómetro Thermo Evo Array (Waltham, MA); hasta que el pseudo-equilibrio 

fue alcanzado. Después de esto, todas las soluciones fueron dejadas para alcanzar el 

equilibrio final, después de 24 h. El pH final de las muestras se obtuvo por medio de 

un potenciómetro con microprocesador (pH 320). Los valores de pK´a y pK^a se 

determinaron graficando la absorbancia experimental contra el pH, empleando el 

herramienta de Excel Solver (Guimarães et al., 2018). 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

RESULTADOS TEÓRICOS 
 

VALIDACIÓN 
 

Las distancias entre los átomos en las estructuras dadas por las diferentes 

metodologías se compararon con las distancias interatómicas del bromuro de cianidina 

obtenidas por medio de difracción de rayos X. Las mejores correlaciones se obtuvieron 

con la base 6-31++G(d,p) (Tabla 6) y con el funcional B3LYP, con una R2= 0.9329. 

 
Tabla 6.Distancias interatómicas experimentales* (Ueno, 1977) y teóricas de diferentes metodologías 

para la aglicona Cianidina. 

 
6-31++G(d,p) 

Distancias (Å) Experimental B3LYP M06-2X M06 

C2-C1´ 1.453 1.451 1.453 1.427 

C4a-C5 1.432 1.432 1.429 1.411 

C1´-C2´ 1.409 1.417 1.411 1.413 

C6-C7 1.413 1.418 1.417 1.401 

C2-C3 1.396 1.408 1.402 1.410 

C3´-C4´ 1.400 1.415 1.411 1.394 

C4-C4a 1.382 1.399 1.396 1.404 

C6´-C1´ 1.404 1.411 1.402 1.415 

C4a-C8a 1.408 1.421 1.414 1.393 

C7-C8 1.387 1.398 1.392 1.427 

R2 - 0.9329 0.9185 0.9193 

Nota. * Datos de difracción de rayos X 
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REACTIVIDAD LOCAL 
 

La reactividad local se determinó por medio del análisis poblacional de Mulliken, carga 

natural (NPA) y Hirshfeld. Este último fue el que mejores resultados mostró. En la 

Figura 7 se observan los sitios nucleofílicos y electrofílicos de la delfinidina 3-O-

sambubiósido y sus ésteres. Con un círculo se muestran los sitios nucleofílicos y con 

la flecha azul los sitios electrofílicos de las moléculas mencionadas. En el caso de los 

sitios nucleofílicos, la ubicación corresponde con lo que se presenta 

experimentalmente, en la posición del C4 en el anillo C. Por otra parte, los resultados 

teóricos muestran el sitio electrofílico en el oxígeno del C4´, en la delfinidina 3-O-

sambubiósido y en el E3, mientras que el E1 y E2 presentan este sitio en el C7. Sin 

embargo, solo estos últimos coinciden con los resultados experimentales (V. de Freitas 

& Mateus, 2006; Fulcrand, Atanasova, Salas, & Cheynier, 2004).  

 

 
Figura 7. Reactividad teórica local de la delfinidina 3-O-sambubiósido. 

 
 

MODELACIÓN DE ANTOCIANOS 
 

La modelación de la estructura de los ésteres de antocianos se determinó de acuerdo 

a los resultados de reactividad local y espectrometría de masas. Los resultados 

experimentales de espectrometría de masas se tomaron de la lipofilización química 

realizada por Grajeda-Iglesias y colaboradores en 2017 (Grajeda-Iglesias et al., 2017). 

 

En la Figura 8(a) se puede observar un pico con el ion molecular a 729 m/z, el cual 

corresponde a la delfinidina 3-O-sambubiosido mono-éster, mientras que el pico a 479 
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m/z indica la pérdida de 294 m/z lo cual corresponde al aglicón más la cadena alifática; 

por lo que se concluye que la lipofilización ocurrió en la aglicón. De esta manera, 

conjugando los resultados del sitio electrofílico teórico y los resultados de 

espectrometría de masas, que indicaron que la cadena alifática se colocó en el aglicón, 

se realizó el modelo del éster 1 (E1). Por otra parte, tomando los mismos datos teóricos 

y la información espectrométrica de la di-esterificación en el aglicón y el sambubiósido, 

se modeló el éster 2 (E2). La conformación del di-éster por espectrometría de masas 

se pudo deducir al observar un ion molecular con 849 m/z y una pérdida de 420 m/z, 

con lo que se concluyó que ocurrió una lipofilización tanto en el aglicón como en el 

sambubiósido (Figura 8(b)).  Por último, el éster 3 (E3) se modeló de acuerdo a la 

información de espectrometría de masas. Esta información se puede observar en la 

Figura 8(c), la cual muestra un pico con el ion molecular 723 m/z y una pérdida de 420 

m/z, lo que indicó que la esterificación tuvo lugar en el sambubiósido. 

 

De esta manera se empleó la metodología DFT:B3LYP/6-31++G(d,p) para determinar 

la estructura geométrica de la delfinidina 3-O-sambubiósido y tres de los posibles 

ésteres obtenidos por lipofilización química, que se muestra en la Figura 9. Además, 

el análisis de frecuencias realizado a cada estructura no mostró frecuencias 

imaginarias. 
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Figura 8. Espectrometría de masas Full-scan (+) ESI del monoéster E1(a), di-éster E2 (b) y monoéster 

E3 (c). 

 

 
Figura 9. Estructuras finales de la delfinidina 3-O-sambubiósido y los ésteres de antocianos obtenidos 

por lipofilización química. 
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ESTADOS EXCITADOS 

 

Nivel de teoría TD-DFT:B3LYP/6-31++G(d,p) 
 

Los estados excitados de la delfinidina 3-O-sambubiósido y los ésteres de antociano 

fueron calculados con el nivel de teoría TD-DFT:B3LYP/6-31++G(d,p) en fase acuosa. 

El cálculo mecionado arrojó como resultado una longitud de onda de máxima 

absorbancia de 487.7 nm para la delfinidina 3-O-sambubiosido (Tabla 7). Este valor 

esta desfasado del experimental, el cual es de 526 nm. Sin embargo, este desfase 

ocurre en cualquier cálculo teórico, por lo que se explora cual metodología puede 

explicar o representar mejor los resultados experimentales. En la Tabla 7 se muestran 

también la fuerza del oscilador y las principales transiciones electrónicas para la 

delfinidina 3-O-sambubiósido y los ésteres de delfinidina. Las transiciones electrónicas 

se pueden entender como los niveles energéticos por los que pasan los electrones de 

la molécula al recibir excitación. Por otra parte, se sabe que las transiciones pueden ir 

desde el orbital molecular ocupado de mayor energía (HOMO, por sus siglas en inglés 

de Highest Ocuppied Molecular Orbital) al orbital molecular desocupado de menor 

energía (LUMO, por sus siglas en inglés de Lowest Unocuppied Molecular Orbital), 

abreviado por H-0→L+0. De esta manera, para la delfinidina, en la Tabla 7 se puede 

observar que la fuerza del oscilador con mayor valor se presenta en la transición 

electrónica del H-0→L+0 (considerada como la más probable). Este resultado también 

se ha visto en trabajos previos que han analizado los estados excitados de los 

antocianos (Sanchez-Bojorge et al., 2015; Woodford, 2005). Se puede observar 

también que en los ésteres de delfinidina E1, E2 y E3, el oscilador con mayor fuerza 

es el que corresponde a la transición electronica de H-0→L+0 (considerada como la 

más probable). 

 

En la Figura 10 se pueden observar los espectros de absorsión experimentales y los 

resultados teóricos de los estados excitados, fuerza del oscilador y longitud de onda 

de la delfinidina y los ésteres de delfinidina. En cuanto a los resultados experimentales, 
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se puede distinguir la diferencia entre el espectro de absorbancia experimental de la 

delfinidina y los ésteres obtenidos por lipoflización química (Insertos de la Figura 10). 

Los ésteres de antocianos sufrieron un efecto hiprocrómico diferente, según el sitio de 

lipofilización, de esta manera el E2 presentó el efecto hipocrómico mas severo, 

seguido por el E1, mientras que el efecto del E3 fue moderado.  

 
Tabla 7. Longitud de onda de absorsión vertical (λ), fuerza del oscilador (f) y las principales transiciones 

electrónicas para la delfinidina 3-O-sambubiósido, calculados con el nivel de teoría 

DFT:B3LYP/6:31++G(d,p). 

Molécula  𝝺calc 

(nm) 

Fuerza del 

oscilador 

(f) 

Transiciones electrónicas 

DpS 1 487.7 
 

0.5409 
 

H-0→L+0 (+92%) 
 

H-2→L+0 (+7%) 
 

2 463 
 

0.0273 
 

H-1→L+0 (+98%) 
 

3 422 
 

0.1237 
 

H-2→L+0 (+89%) 
 

H-0→L+0 (+8%) 
 

E1 1 484.0 
 

0.0417 
 

H-1→L+0 (+85%) 
 

H-0→L+0 (+14%) 
 

2 478.1 
 

0.3598 
 

H-0→L+0 (+76%) 
 

H-1→L+0 (+15%) 
 

H-2→L+0 (+8%) 
 

3 410.7 
 

0.2969 
 

H-2→L+0 (+89%) 
 

H-0→L+0 (+9%) 
 

E2 1 485.4 
 

0.0265 
 

H-1→L+0 (+90%) 
 

H-0→L+0 (+9%) 
 

2 477.6 
 

0.3769 
 

H-0→L+0 (+81%) 
 

H-1→L+0 (+10%) 
 

H-2→L+0 (+8%) 
 

3 411.2 
 

0.2943 
 

H-2→L+0 (+89%) 
 

H-0→L+0 (+9%) 
 

E3 1 486.9 
 

0.5391 
 

H-0→L+0 (+91%) 
 

H-2→L+0 (+7%) 
 

2 463.5 
 

0.028 
 

H-1→L+0 (+99%) 
 

3 422.4 
 

0.1212 
 

H-2→L+0 (+89%) 
 

H-0→L+0 (+8%) 
 

Nota. Delfinidina 3-O-sambubiósido  𝝺max=526 nm 
 

Por otra parte, el análisis de los resultados teóricos muestra que en el E1 y E2 ocurrió 

un desplazamiento batocrómico de los estados excitados, en comparación con los 

estados excitados de la delfinidina. Además, entre la delfinidina y el E1 (Figura 10(a)), 

el primer estado excitado de la primera tiene una fuerza de oscilador mayor que el 

primer estado excitado del E1, el cual tiene el segundo estado excitado con la fuerza 

del oscilador más alta, contrario a la delfinidina.  
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Este mismo comportamiento se puede observar entre la delfinidina y el E2, pero no así 

entre la delfinidina y el E3, los cuales tienen los estados excitados muy similares. De 

acuerdo con lo que se observó en la Tabla 7 y Figura 10, podría parecer que con la 

adición de una cadena alifática en el aglicón los estados excitados y fuerza del 

oscilador cambian. Sin embargo, la disminución en la fuerza del oscilador y un cambio 

en las transiciones electrónicas de los dos primeros estados excitados se puede deber 

a un deslizamiento hipsocrómico del primer estado excitado, simultaneo a un 

deslizamiento batocrómico del segundo estado excitado, ya que las transiciones 

electrónicas coinciden para los estados excitados. Este cambio en los estados 

excitados y el efecto que puede causar un cambio en los sustituyentes se ha observado 

en el estudio teórico de piranoantocianos, en el que el sitio de desprotonación podía 

modificar el espectro UV-vis teórico del compuesto (Vallverdú-Queralt et al., 2016). 

 
Figura 10. Espectro de absorsión de la delfinidina 3-O-sambubiósido calculado con el nivel de teoría 
DFT:B3LYP/6:31++G(d,p): (a) mono-éster E1, (b) di-éster E2, (c) mono-éster E3 (Los insertos muestran 
la comparación del espectro de absorción UV-vis experimental entre la delfinidina 3-O-sambubiósido y 
el E1 (a), E2 (b) y E3(c)). 
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Nivel de teoría TD-DFT:M06/6-31++G(d,p) 
 

Además del análisis del espectro UV-vis con la metodología TD-DFT:B3LYP/6-

31++G(d,p), se empleó el nivel de teoría TD-DFT:M06/6-31++G(d,p) en fase acuosa. 

Los resultados de los estados excitados, fuerza del oscilador y transiciones 

electrónicas para dicha metodología se pueden observar en la Tabla 8. La longitud de 

máxima absorbancia teórica para la delfinidina 3-O-sambubiósido fue de 479.9 nm, 

una longitud de onda mucho menor que la calculada con la metodología B3LYP. De 

igual manera, las longitudes de onda de los ésteres de antociano también mostraron 

un deslizamiento hipsocrómico, lo cual indica que se alejaron mas de la 𝝺max de la 

delfinidina (526 nm). 

  
Tabla 8. Longitud de onda de absorsión vertical (λ), fuerza del oscilador (f) y las principales transiciones 

electrónicas para la delfinidina 3-O-sambubiósido, calculados con el nivel de teoría 

DFT:M06/6:31++G(d,p). 

 

 

Molécula 

 𝝺calc 

(nm) 

Fuerza del 

oscilador 

(f) 

Transiciones electrónicas 

 
 

DpS 

1 479.9 0.5886 H-0→L+0 (+93%) 
 

H-2→L+0 (+7%) 
 

2 442.9 
 

0.0137 H-1→L+0 (+99%) 
 

3 407.8 
 

0.1136 H-2→L+0 (+89%) 
 

H-0→L+0 (+7%) 
 

 
 

E1 

1 470.4 
 

0.438 H-0→L+0 (+92%) 
 

H-2→L+0 (+7%) 
 

2 458.7 
 

0.0151 H-1→L+0 (+99%) 
 

3 398.1 
 

0.272 H-2→L+0 (+89%) 
 

H-0→L+0 (+8%) 
 

 
 

E2 

1 469.9 
 

0.438 H-0→L+0 (+92%) 
 

H-2→L+0 (+7%) 
 

2 460.1 
 

0.0167 
 

H-1→L+0 (+99%) 
 

3 398.5 
 

0.2719 
 

H-2→L+0 (+89%) 
 

H-0→L+0 (+8%) 
 

 
 

E3 

1 469.9 0.475 H-0→L+0 (+91%) 
 

H-2→L+0 (+8%) 
 

2 465.5 0.0094 H-1→L+0 (+99%) 
 

3 402.7 0.1793 H-2→L+0 (+87%) 
 

H-0→L+0 (+8%) 
 

Nota. Delfinidina 3-O-sambubiósido  𝝺max=526 nm 
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Por otro lado, el primer estado excitado es el que mayor fuerza del oscilador presenta, 

y este a su vez se refiere a la transicion electrónica de H-0→L+0, tanto para la 

delfinidina como para los tres ésteres. Sin embargo, empleando el funcional M06 no 

ocurre el intercambio de estados excitados predicho con la metodología que empleó 

el funcional B3LYP (Figura 11). 

 

 
Figura 11. Espectro de absorsión de la delfinidina 3-O-sambubiósido calculado con el nivel de teoría 
DFT:M06/6:31++G(d,p): (a) mono-éster E1, (b) di-éster E2, (c) mono-éster E3 (Los insertos muestran la 
comparación del espectro de absorción UV-vis experimental entre la delfinidina 3-O-sambubiósido y el 
E1 (a), E2 (b) y E3(c)). 

 

Nivel de teoría DFT:M062X/6-31++G(d,p) 
 

Además de emplear la metodología con los funcionales B3LYP y M06, también se 

empleo el funcional Meta GGA M06-2X, con el conjunto de base 6-31++G(d,p) para 

evaluar el efecto de este funcional sobre el espectro UV-vis teórico de la delfinidina y 
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sus ésteres. En esta metodología la longitud de onda de máxima absorbancia 

calculada para la delfinidina fue de 426.9 nm, un valor mucho menor del que se obtuvo 

con los fucionales B3LYP y M06. Este valor obtenido se aleja del resultado 

experimental de la delfinidina por 100 nm, lo cual se atribuye al porcentaje de potencial 

HF del funcional M06-2X, que es de 54%.  

 

Las longitudes de onda de máxima absorbancia de los ésteres presentaron también 

un deslizamiento hipsocrómico (Tabla 9). Además, se puede observar que el primer 

estado excitado de la delfinidina y los ésteres de delfinidina muestran el primer estado 

excitado con la mayor fuerza del oscilador. Asi también, el primer estado excitado 

presenta la transición electrónica H-0→L+0 como la más probable. 

 
Tabla 9. Longitud de onda de absorsión vertical (λ), fuerza del oscilador (f) y las principales transiciones 

electrónicas para la delfinidina 3-O-sambubiósido, calculados con el nivel de teoría DFT:M06-

2X/6:31++G(d,p). 

Molécula 
 

 𝝺calc 

(nm) 

Fuerza del 
oscilador 

(f) 

Transición electrónica 

DpS 1 436.9 0.6474 H-0→L+0 (+92%) 
 

H-2→L+0 (+6%) 
 

2 357.2 
 

0.1095 H-1→L+0 (+50%) H-2→L+0 (+39%) 
 

3 350.3 
 

0.0532 H-2→L+0 (+49%) 
 

H-1→L+0 (+46%) 
 

E1 1 429.5 
 

0.545 H-0→L+0 (+93%) 
 

H-2→L+0 (+6%) 
 

2 373.5 0.0188 H-1→L+0 (+97%) 
 

3 349.7 0.2484 H-2→L+0 (+86%) 
 

H-0→L+0 (+5%) 
 

E2 1 428.9 
 

0.5452 H-0→L+0 (+93%) 
 

H-2→L+0 (+6%) 
 

2 374 
 

0.0182 
 

H-1→L+0 (+97%) 

3 349.8 
 

0.2515 
 

H-2→L+0 (+85%) 
 

H-0→L+0 (+5%) 
 

E3 1 429.8 0.5582 H-0→L+0 (+91%) 
 

H-2→L+0 (+7%) 
 

2 378.1 0.0161 H-1→L+0 (+97%) 
 

3 352.5 0.1833 H-2→L+0 (+83%) 
 

H-0→L+0 (+7%) H-4→L+0 (+5%) 

Nota. Delfinidina 3-O-sambubiósido  𝝺max=526 nm 
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De igual manera, como sucedió anteriormente con la metodología que empleó el 

funcional M06, no hubo intercambio de estados excitados en ninguna de las moléculas 

(Figura 12).  

 

 
Figura 12. Espectro de absorsión de la delfinidina 3-O-sambubiósido calculado con el nivel de teoría 
DFT:M06-2X/6:31++G(d,p): (a) mono-éster E1, (b) di-éster E2, (c) mono-éster E3 (Los insertos 
muestran la comparación del espectro de absorción UV-vis experimental entre la delfinidina 3-O-
sambubiósido y el E1 (a), E2 (b) y E3(c)). 

 

 

ORBITALES MOLECULARES 
 

Una vez que se determinó que la metodología TD-DFT:B3LYP/6-31++G(d,p), 

describía de mejor forma el espectro de absorción del antociano y sus ésteres, se 
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realizaron los cálculos de energía para hacer un mapeo electrónico de los orbitales 

moleculares.  

 

El mapeo de orbitales moleculares para la delfinidina y sus ésteres se realizó con la 

principal transición electrónica encontrada en los antocianos, que es la de HOMO-

LUMO. Esta transición electrónica es la observada en los resultados del cálculo del 

espectro UV-vis teórico y de trabajos previos. En la Figura 13 se puede observar cómo 

la nube electrónica abarca toda la superficie del aglicón, mientras que la sección del 

sambubiósido queda despejada. Esto nos indica que en la transición electrónica en la 

que se ve involucrado el fenómeno de color no interviene el sambubiósido, como 

tampoco en las cadenas alifáticas. En general, no se observan cambios significativos 

sobre la nube electrónica entre las diferentes moléculas estudiadas. Sin embargo, en 

el LUMO las moléculas de delfinidina y el E3 muestran una nube en el O5´ que las del 

E1 y E2 no presentan. 

 

También se puede observar en la Figura 13, la diferencia de energía entre el HOMO y 

el LUMO. Esta diferencia de energía entre orbitales es la energía necesaria para pasar 

del estado basal al excitado y conferir el color a la molécula. La diferencia de energía 

HOMO-LUMO para la delfinidina es de 2.852 electronvolts (eV), la cual es similar a lo 

reportado previamente por Rustioni y colaboradores (Rustioni, Di Meo, Guillaume, 

Failla, & Trouillas, 2013) de 2.87 eV. También se pueden observar las diferencias de 

energía de los ésteres de delfinidina, los cuales son: 3.019 eV para E1, 3.024 eV para 

E2 y 2.984 eV para E3. Como se puede ver en estos valores, el E3 es el valor más 

parecido a la delfinidina. En cuanto a los ésteres 1 y 2, la diferencia de energía con 

respecto a la delfinidina es mayor, sin embargo, es similar entre ellos.  

 

Por otra parte, al comparar estos resultados con los resultados de reactividad local, se 

puede observar la relación de los sitios reactivos con los orbitales moleculares. De esta 

manera, el sitio electrofílico se relaciona con dónde se encuentra la mayor densidad 

del LUMO y, el sitio nucleofílico con la mayor densidad de HOMO. 
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Por último, se puede observar que las propiedades moleculares teóricas de la 

delfinidina, al ser esterificada en el sambubiósido, son muy similares a los de la 

delfinidina. Resultado que ha sido diferente cuando la esterificación sucede en el 

cuerpo del aglicón. Tanto los resultados de reactividad, como los orbitales moleculares, 

pueden aclarar que un pequeño cambio en las transiciones electrónicas podría 

modificar las propiedades macroscópicas de las moléculas. 

 

 

 
Figura 13. Orbitales moleculares y diferencia energética entre HOMO-LUMO a un nivel de teoría de 

DFT:B3LYP/6-31++G(d,p) para la delfinidina 3-O-sambubiósido y los ésteres E1, E2 y E3. 

 
 

CONCLUSIONES DEL ANÁLISIS IN SILICO 
 

La metodología que mejor se ajustó para explicar los estados excitados y fenómenos 

de color fue la TD-DFT:B3LYP6-31++G(d,p). Como ya se ha visto en trabajos previos, 

los estados excitados de los antocianos se describen de mejor manera empleando 

coeficientes HF bajos. Por dicha razón el funcional B3LYP, presentó mejores 

resultados que los funcionales meta GGA M06 y M06-2X. 
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Por otro lado, como se pudo observar en el mapeo de orbitales moleculares, un 

pequeño cambio en las nubes electrónicas del antociano podría comprometer el 

sistema de resonancia de los mismos y afectar el color. Efecto que puede suceder 

cuando la esterificación sucede en el cuerpo del aglicón. 

 

 

DOCKING RÍGIDO 
 

Docking ciego 
 

Después de la limpieza de la enzima y la eliminación de la molécula de etilen glicol se 

realizó el docking ciego con las moléculas de delfiniidna 3-O-sambubiósido y malvidina 

3-O-glucósido. Estas moléculas fueron previamente modeladas y optimizadas 

geométricamente por medio de la metodología 6-31 ++G(d,p)/ B3LYP. 

El docking ciego se realizó para ambos antocianos, en el cual la malvidina 3-O-

glucósido, mostró una energía de -4.45 kcal/mol, lo cual indicaría mayor probabilidad 

de reaccionar experimentalmente. Sin embargo, esta zona no es el sitio catalítico de 

la lipasa B de Candida antarctica, la cual se muestra en la Figura 14. Aunque, por otra 

parte, este acoplamiento entre el antociano y la enzima se encontró cerca del otro sitio 

de la enzima que se considera activo, pero no donde se lleva a cabo la esterificación 

(Figura 15). 

 

Por otro lado, la delfinidina 3-O-sambubiósido mostró una energía de -2.48 kcal/mol. 

Esta energía tampoco es suficiente para que la reacción se lleve a acabo y el lugar 

tampoco es el sitio catalítico de la enzima, el cual esta bastante alejado de este (Figura 

16). 

 

En este análisis de docking ciego se puede destacar que la energía es más baja en la 

malvidina 3-O-glucósido que en la delfinidina 3-O-sambubiósido, lo que implica que 

sería más probable una reacción en la malvidina que en la delfinidina. Sin embargo, la 
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energía de ambos antocianos muestra que en ningún caso se llevaría a cabo una 

reacción, además que el sitio de acoplamiento es diferente al sitio catalítico. 

 

 
Figura 14.Representación de la lipasa B de Candida antarctica y el sitio catalítico encerrado en azul, 

imagen obtenida de Protein Data Bank 4K6G (Xie et al. 2014). 

 

 
Figura 15. Esquema del docking ciego entre la malvidina 3-O-glucósido y la CalB. 
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Figura 16. Esquema del docking ciego entre la delfinidina 3-O-sambubiósido y la CalB. 

 

El docking se realizó también en los dos sitios activos de la enzima. El sitio catalítico 

se nombró como sitio uno. Mientras que el sitio que se observa como activo, pero no 

es el sitio en el que se lleva a cabo la hidrólisis o la lipofilización, se nombró como sitio 

dos.  

 

Docking en sitio uno 
 

El docking de la malvidina 3-O-glucósido para el sitio uno mostró una energía de 6.26 

Kcal/mol, lo cual indica que en la realidad una reacción no se podría llevar a cabo. La 

orientación que tomó la molécula está mostrada en la Figura 17. En esta figura se 

puede observar que el azúcar está orientado hacia adentro del túnel del sitio catalítico. 

En esta conformación se puede notar solo un puente de hidrógeno entre el hidroxilo 

primario de la glucosa y el ASP 134. Estos resultados podrían mostrar que en la 

realidad esta reacción no tiene lugar, lo cual concuerda con los datos mostrados por 

De Oliveira et al. (2009). Estos datos muestran que para que la reacción de 

lipofilización suceda, el aglicón y el azúcar deben cumplir ciertos requisitos. Uno de 

estos es que, el aglicón debería estar estabilizado por interacciones hidrofóbicas en la 

cavidad de entrada. Mientras que el azúcar tendría que estar estabilizado y orientado 
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hacia el sitio catalítico, por lo menos a 4 Å de los aminoácidos involucrados. Sin 

embargo, hay diferencias entre ambos trabajos. En este trabajo no se realizó la 

acetilación de la enzima antes de realizar el docking, contrario a lo realizado por De 

Oliveria y colaboradores. Además aquí se realizó la dinámica molecular para 

determinar la distancia entre el ligando y la enzima.  

 

Este protocolo de realizar la acetilación y la posterior simulación en dinámica molecular 

fue realizado también por Christelle y colaboradores en 2011 (Christelle et al., 2011). 

Sin embargo, este estudio mostró que la acetilación de la quercetina por medio CalB 

no se podría llevar a cabo debido a que el flavonoide quedó estabilizado por puentes 

de Hidrógeno en la cavidad del sitio catalítico. 

 

 
Figura 17. Esquema del docking entre la malvidina 3-O-glucósido y la CalB en el sitio uno. 

 

El acoplamiento en el sitio uno, entre la delfinidina 3-O-sambubiósido y la CalB, se 

observa que la parte del sambubiósido queda por fuera del túnel, por lo que no se 

podría llevar a cabo la lipofilización (Figura 18). Otra posibilidad es que lo voluminoso 

de la molécula pueda impedir que el azúcar llegue al sitio catalítico. 
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Figura 18.  Esquema del docking entre la delfinidina 3-O-sambubiósido y la CalB en el sitio uno. 

 

 

Docking en sitio dos 
 

El acoplamiento entre la MvG y la CalB dio como resultado una energía de 1.33 

Kcal/mol; además de interacciones de puentes de hidrógeno entre la VAL 306 y los 

hidrógenos de la glucosa, el ASN 169 con el hidrógeno 7 y la ARG 168 con el oxígeno 

primario (Figura 19). Con lo que este acoplamiento muestra una energía menor que el 

calculado para el sitio donde se lleva a cabo la esterificación, esto indicaría que un 

acoplamiento entre la MvG y la enzima es más posible en este sitio. 
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Figura 19. Esquema del docking entre la malvidina 3-O-glucósido y la CalB en el sitio dos. 

 

Por otro lado, el acoplamiento entre la DpS y la CalB en el sitio dos muestra una 

energía de 0.78 Kcal/mol y puentes de hidrógeno entre la GLY 307 y la VAL 306 (Figura 

20). Por tanto, también presenta menos energía de acoplamiento en el sitio donde no 

se lleva a cabo la esterificación que en el sitio activo. Aunque tampoco sería suficiente 

energía para esperar que suceda una reacción experimentalmente. 

 

 
Figura 20. Esquema del docking entre la delfinidina 3-O-sambubiósido y la CalB en el sitio dos. 
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Conclusiones del acoplamiento molecular (docking) 
 

El docking rígido no mostró información sobre la preferencia de CalB en la 

esterificación de la MvG sobre la DpS, en el sitio catalítico. Ya que las reacciones de 

lipofilización si ocurren experimentalmente, la forma de análisis debería de modificarse 

simulando el proceso. En este, la enzima primero sufre una acilación y posteriormente 

una des acilación, con lo que finalmente se libera al éster formado. Por este motivo, 

convendría simular y analizar este proceso con dinámica molecular y docking rigido o 

flexible, de acuerdo a lo descrito previamente (Christelle et al., 2011; De Oliveira et al., 

2010). 
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RESULTADOS EXPERIMENTALES 
 

EXTRACCIÓN 
 

De la extracción polifenólica de la flor de jamaica asistida por ultrasonido se obtuvo un 

líquido rojo brillante. El perfil fenólico del extracto fue analizado por medio de HPLC-

DAD. En el prefil fenólico de la flor de jamaica (Figura 21) se pueden observar ácidos 

fenólicos, flavonoles y antocianos. Los compuestos se pueden clasificar de acuerdo 

con la absorbancia que presenten. De esta manera, los ácidos fenólicos absorben a 

280 y 320 nm, mientras que  los flavonoles a 280 y 360 nm. Mientras que los 

antocianos absorben a todas las longitudes de onda anteriores, y además a 520 nm. 

 

Uno de los principales ácidos fenólicos en la flor de jamaica es el ácido clorogénico 

(1), al cual podemos observar con su respectivo barrido espectral en la Figura 21(a). 

También se pueden obsrevar los dos principales antocianos de la flor de jamaica, la 

delfinidina 3-O-sambubiósido (2) y la cianidina 3-O-sambubiósido (3), con su barrido 

espectral perteneciente (Figura 21(b)). De igual manera se puede apreciar que el 

antociano mayoritario es la delfinidina 3-O-sambubiósido (Riaz & Chopra, 2018). 
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Figura 21. Perfil polifenólico del extracto hidro-alcohólico de la flor de jamaica, con algunos de sus 
principales compuestos: ácido clorogénico (1), delfinidina 3-O-sambubiósido (2) y cianidina 3-O-

sambubiósido (3). Los insertos muestran el barrido espectral UV-vis del ácido clorogénico (a) y de los 
antocianos (b). 

 

 

CONTENIDO DE ANTOCIANOS 
 

El contenido de pigmentos fenólicos se determinó por medio de una curva de 

calibración de delfinidina 3-O-sambubiósido. Los resultados de la curva de calibración, 

el coeficiente de correlación y la ecuación de la recta se pueden apreciar en la Figura 

22. Empleando la ecuación de la recta se obtuvo la concentración de delfinidina 3-O-

sambubiósido de 67.27 mg/ 100 g de flor de jamaica. Mientras que de cianidina 3-O-

sambubiósido el contenido es 42.24 mg/ 100 g (equivalentes de delfinidina) de materia 

seca. Las cantidades de antocianos obtenidas corresponden a 10 veces menos a las 

concentraciones reportadas por Ríaz y Chopra en el 2018 (Alarcón-Alonso et al., 2012; 

Cid-Ortega & Guerrero-Beltrán, 2015; Jabeur et al., 2017; Sinela et al., 2017). 
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Figura 22. Curva de calibración de la delfinidina 3-O-sambubiósido. 

 

 

FRACCIONAMIENTO POR EXTRACCIÓN DE FASE SÓLIDA 
 

Ls extracción por SPE, dio como resultado cuatro fracciones, de las cuales la fracción 

2 (F2) y la fracción 3 (F3) tiene mayor importancia, debido a su contenido de 

antocianos. En la Figura 23 se pueden apreciar los anillos de color formados por los 

antocianos de la flor de jamaica. El primer anillo y de mayor volumen corresponde a la 

delfinidina 3-O-sambubiósido (F2). Mientras que en el segundo anillo se puede 

observar al grupo de cianidinas (F3), que coeluyen al mismo tiempo y, en el que el 

antociano mayoritario es la cianidina 3-O-sambubiósido, como reportó por Grajeda-

Iglesias y colaboradores en 2016 (Grajeda-Iglesias et al., 2016). 
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Figura 23. Extracción de fase sólida del extracto de flor de jamaica, delfinidina 3-O-sambubiósido (F2) 

y cianidina 3-O-sambubiósido (F3). 

 

Después del fraccionamiento por SPE, cada uno de las fracciones evaporadas y 

recuperadas en agua acificada (ácido acético 5%) se inyectó en el HPLC-DAD. En la 

Figura 24 se puede observar el cromatograma de la F2. En el tiempo de retención de 

14 min y con absorbancia a 520 nm se puede observr a la delfinidina 3-O-

sambubiósido, como compuesto mayoritario de la fracción. También se puede 

observar que el fraccionamiento, si bien solo aisló al antociano mas polar del extracto 

de flor de jamaica, contiene además algunos ácidos fenólicos. El contenido de ácidos 

fenólicos se puede deducir de los picos observados en el cromatograma que absorben 

a longitudes de onda de 320 y 360 nm. 

 

El contenido de delfinidina 3-O-sambubiósido de la F2 fue calculado por la ecuación 

de la recta de la curva de calibración realizada con delfinidina 3-O-sambubiósido. El 

contenido de dicho antociano es de 0.83 mg/mL, lo cual nos indica un rendimiento del 

fraccionamiento del 75%. 

 

Por otro lado, en la Figura 25, se puede observar el cromatograma de la F3. Con un 

tiempo de retención de 16 min y abosrbancia en 520 nm se muestra al grupo de 

antocianos que identificaremos como cianidina 3-O-sambubiósido. Este grupo de 

antocianos se separó completamente de la delfinidina, sin embargo, la fracción aún 

F2 

F3 
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contiene ácido fenólcos y flavonoides, como se puede observar por sus absorbancias 

características. 

 

 
Figura 24. Cromatograma de la fracción 2 (F2), delfinidina 3-O-sambubiósido, obtenida del extracto de 

flor de jamaica y aislada por SPE. 

 

 
Figura 25. Cromatograma de la fracción 3 (F3), cianidina 3-O-sambubiósido, obtenida del extracto de 

flor de jamaica y aislada por SPE. 

 

-20

130

280

430

580

730

880

0 5 10 15 20 25 30

Ab
so

rb
an

ci
a 

(U
m

A)

Tiempo (min)

520 nm

320 nm

360 nm

-10

40

90

140

190

240

0 5 10 15 20 25 30

Ab
so

rb
an

ci
a 

(U
m

A)

Tiempo (min)

520 nm

320 nm

360 nm



                
                 
 
 
FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

 89 

El contenido de antocianos de la fracción 3 es de 0.213 mg/mL en equivalentes de 

delfinidina 3-O-sambubiósido. 

 

CONCLUSIONES DE FRACCIONAMIENTO DE ANTOCIANOS 
 

La SPE es un método rápido y sencillo para la purificacion en un paso de antoncianos. 

Puede ser también más amigable con el medio ambiente al emplear solventes verdes. 

 

 

LIPOFILIZACIÓN ENZIMÁTICA DE ANTOCIANOS 
 
Lipofilización de delfinidina 3-O-sambubiósido con ácido hexanóico en tert-
butanol 
 

La lipofilización enzimática de delfinidina 3-O-sambubiósido con ácido hexanoico, se 

llevó a cabo por medio de la lipasa B de Candida antarctica, en alcohol terbutílico. La 

delfinidina 3-O-sambubiósido en terbutanol tuvo un cambio de color del rosa al azul, el 

cual fue mas evidente al ser el medio menos ácido o al tener menos concentración de 

antociano. En la Figura 26 se puede observar el cromatograma en el tiempo cero de 

lipofilización, en el cual se puede observar dos picos con absorbancia en 520 nm, 

característico de los antocianos. Por lo que se puede deducir que la delfinidina sufrió 

degradación. La concentración de delfinidina en solución al T0 es de 2.27 mg/mL. En 

la Figura 27 se muestra en el espectro de masas, a tiempo cero, en el que se observa 

el patrón de fragmentación de la delfinidina 3-O-sambubiósido. En el espectro se 

puede ver el ion molecular de la delfinidina 3-O-sambubiósido a m/z 597, mientras que 

el pico con 465 m/z corresponde a la delfinidina 3-O-glucósido, al perder la xilosa. Por 

último, el ión a m/z 303 nos muestra el aglicón, con la pérdida del sambubiósido (294 

m/z) durante la fragmentación. Es importante hacer notar que en un patrón normal de 

fragmentación, la masa correspondiente al aglicón es de 303 m/z, que también es 

visible en el espectro. Sin embargo se ha observado la masa de 305 m/z, lo que indica 

que el aglicón podría estar reducido.  
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Figura 26. Cromatograma en tiempo cero (T0) de la reacción de lipofilización de delfinidina 3-O-

sambubiósidocon ácido hexanóico en tert-butanol. 

 
Figura 27. Espectro de masa ESI + en el tiempo cero (T0) de la reacción de lipofilización de delfinidina 

3-O-sambubiósido con ácido hexanóico en tert-butanol. 
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Después de tres horas de reacción (T3) en atmósfera de argón, se tomó la segunda 

muestra y se inyectó en el HPLC-DAD/MS. El cromatograma en el T3 se muestra la 

formación de un segundo pico, con un tiempo de retención de 24 min, el cual solo tiene 

absorbancia en 280 nm (Figura 28). La concentración de delfinidina en este momento 

es de 1.37 mg/mL, mientras que el del nuevo pico es de 0.522 mg/mL, lo cua sería en 

este momento un 23% de conversión de la delfinidina. La concentración del producto 

de esta lipofilización se calculó por medio de la curva de concentración de la delfinidina 

3-O-sambubiósido a 280 nm. En el espectro de masas se puede observar un pico que 

corresponde al una masa 701 m/z (Figura 29). Sin embargo, no se observa la masa 

que debería esperarse del ester de 695 m/z. La masa de 701 m/z podría deberse a 

una hidrogenación del éster esperado, en el flavilio, la glucosa y la xilosa; lo que 

explicaría la masa esperada de 695 m/z, más seis hidrógenos. La reducción del flavilio, 

dos hidrógenos más, se puede observar desde el inicio de la reacción, como se 

observó en el espectro de la Figura 27. Otra posible explicación a la formación del 

aducto formado, con 701 m/z, podría corresponder a una reacción adicional por parte 

de la enzima, ya que el pH óptimo para la lipasa B de Candida antarctica es entre 6-7. 

También puede observar en la Figura 29, la masa de 565 m/z, que correspondería al 

ester de delfinidina 3-O-glucósido reducido, ya que la masa de este compuesto sin 

reducir es de 563 m/z. 

 

 
Figura 28. Cromatograma a las tres horas (T3) de la reacción de lipofilización de la delfinidina 3-O-

sambubiósido con ácido hexanóico en tert-butanol. 
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Figura 29. Espectro de masa ESI + del pico a los 24 min a las 3 h (T3) de la reacción de lipofilización 
de la delfinidina 3-O-sambubiósido con ácido octanóico en tert-butanol. 

 

Después de 27 hr de reacción se observa el mismo patrón observado a las dos horas 

de reacción (Figura 30), el aducto formado carece de absorbancia a 520 nm. Con lo 

que se puede deducir que se esta formando un compuesto incoloro después de la 

lipofilización enzimática de la delfinidina 3-O-sambubiósido. Por otro lado, la 

concentración de delfinidina y el aducto formado, se observó una disminución en la 

concentración de ambos compuestos despues de 24 horas de reacción. Esta 

disminución en la concentración de ambos compuestos podría se muestra de la 

degradación de los mismos durante el prolongado tiempo a 60 °C. 

 

302.88

588.55

701.58

540

480

420

360

300

240

180

120

0

60

In
te
ns
id
ad

100 150 250 300 350 400 450 500 550 600

m/z

212.76

565.60

v

200 650 700

122.33



                
                 
 
 
FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

 93 

 
Figura 30. Cromatograma a las 27 h (T27) de la reacción de lipofilización de la delfinidina 3-O-

sambubiósido con ácido octanóico en tert-butanol. 

 

Lipofilización de delfinidina 3-O-sambubiósido con ácido octanóico en 2-metil-2 
butanol 
 

A diferencia de la lipofilización con ácido hexanóico, para la reacción con ácido 

octanóico, no se realizó una acidificación para mantener el antociano en forma flavilio. 

Aunque de igual manera que en la reacción con ácido hexanóico, el antociano cambio 

de color rojo a azul al entrar en contacto con el solvente. 

 

La lipofilización con ácido octanóico (100 equivalentes) se realizó variando la cantidad 

de enzima entre 20 y 40 g/L, la cantidad de tamiz molecular entre 100 y 200 g/L, 

mientras que la concentración de antociano varió de 0.75, 1.0 y 1,5 g/L. 

 

Las mejores condiciones para llevar a cabo la reacción se encontraron empleando 40 

g/L de enzima, 100 g/L de tamiz molecular y 1g/L de antociano liofilizado. La correcta 

liofilización y cuidado en mantener el antociano seco es muy importante para que la 

racción se lleve a cabo. Ya que la delfinidina 3-O-sambubiósido posee alta 

higroscopicidad que puede afectara que la reacción se realice. Este ha sido un factor 

importante mencionado en trabajos previos sobre lipofilización enzimática con CalB, 
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que mencionan que el contenido de humedad debe ser cercano a cero (Anderson, 

Larsson, & Kirk, 1998). 

 

Las primeras reacciones fueron monitoreadas por HPLC-DAD, en columna C8. En 

donde se observó la formación de producto de lipofilización hasta la cuarta hora de 

reacción, encontrándose el máximo rendimiento a las 16 h, con 30%. Después de 27 

horas de reacción la cantidad de reactivos y productos comenzó a decrecer.  

 

En el momento de la formación del nuevo pico, se encontró en este una absorbancia 

máxima de 535 nm. Este cambio de absorbancia en los productos de lipofilización se 

ha observado en trabajos previos de lipofilización de antocianos (Cruz et al., 2018, 

2017; Yang et al., 2019, 2018).  

 

Posteriormente una análisis en HPLC/MS fue realizado al producto de lipofilización 

purificado. El análisis de espectrometría de masas mostró la presencia de dos 

productos. El análisis mostró una masa de 723 m/z, la cual es la esperada para la 

delfinidina 3-O-sambubiósido-C8. Sin embargo, se observó también el producto de 

lipofilización de la delfinidina 3-O-glucósido-C8, con una masa de 591 m/z (Figura 31). 

 

Debido a este hallazgo se cambio el gradiente de análisis en HPLC (Tabla 5), como el 

tipo de columna empleando una columna C18. Esta modificación en la metodología se 

realizó con el fin de observar una mejor separación, tanto del antociano inicial, como 

de los productos. El análisis en HPLC con columna de fase inversa C18, mostró que 

la muestra de delfinidina 3-O-sambubiósido empleada para la reacción habría sufrido 

degradación debido a una hidrólisis entre los azucares del sambubiósido. La delfinidina 

3-O-sambubiósido, perdió el azúcar xilosa, por lo que en la muestra se encontraban 

tanto delfinidina 3-O-sambubiósido y delfinidina 3-O-glucósido. 
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Figura 31. Espectrograma de masas de la reacción de lipofilización de delfinidina 3-O-sambubiósido 

con ácido octanóico en 2-metil-2-butanol. 

 
Figura 32. Cromatograma HPLC en columna C18 de la reacción de lipofilización de la delfinidina 3-O-

sambubiósido a 535 nm. 

 

A partir de este nuevo método de análisis, se pudo observar que la delfinidina 3-O-

sambubiósido presentaba alto grado de degradación en delfinidina 3-O-glucósido 

desde el inicio de la reacción. Mientras que en la evolución de la misma se observó 

mayor formación de delfinidina 3-O-glucósido-C8 que de delfinidina 3-O-

sambubiósido-C8 (Figura 32). Tal como se observa en el cromatograma, el área de la 

delfinidina 3-O-glucósido-C8 (4) es mayor que la delfinidina 3-O-sambubiósido-C8 (3), 

lo que podría indicar mayor formación del primero que del segundo; aunque se 

encuentre una mayor cantidad de delfinidina 3-O-sambubiósido (1) que de delfinidina 
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3-O-glucósido (2). Por lo que se puede suponer que la enzima tiene preferencia por el 

glucósido en comparación al sambubiósido. La máxima formación de producto siguió 

encontrándose a las 16 h de reacción con rendimientos de 28 y 15% para delfinidina 

3-O-glucósido-C8 y delfinidina 3-O-sambubiósido-C8, respectivamente. Se ha 

encontrado que la lipofilización de flavonoides monosacáridos con CalB es un proceso 

eficiente (Ardhaoui et al., 2004; Cha, Park, & Park, 2019; Heřmánková-Vavříková et al., 

2017; Stevenson, Wibisono, Jensen, Stanley, & Cooney, 2006). Por su parte, la 

lipofilización de antocianos monoglucósidos con diferentes ácidos grasos ha tenido 

rendimientos entre 20 y 40% (Cruz et al., 2018). Por otro lado, la esterificación de 

antocianos disacáridos puede ser un proceso mas complicado que el de los antocianos 

monosacáridos, posiblemente debido a un mayor impedimento estérico de los 

primeros. Esto podría dificultar el acceso al sitio activo de la enzima. Aunque se ha 

llegado ha reportar en la lipofilización de antocianos rutinósidos rendimientos de 62-

77% (Yang et al., 2019), empleando tert-butanol como solvente. Sin embargo en la 

presente investigación no se encontró mejora en el rendimiento al emplear como 

solvente al tert-butanol. 

 

Los productos de lipofilización mostraron diferente espectro de absorción UV-vis de 

los antocianos de los que proceden, como se ha reportado previamente en otras 

lipofilizaciones (Cruz et al., 2018, 2017; Yang et al., 2019, 2018). El éster de antociano 

delfinidina 3-O-glucósido-C8 posee una máxima absorción a 535 nm, lo cual es un 

deslizamiento batocromico de 12 nm (Figura 33). Mientras que el éster delfinidina 3-

O-sambubiósido-C8 tuvo una absorbancia en el espectro visible de 532 nm, lo cual es 

un deslizamiento batocrómico de 6 nm (Figura 34). Además de un efecto hipocrómico 

en la longitud de máxima absorbancia, ya que la banda a 280 nm es mayor. 
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Figura 33. Espectros de absorción de a) la delfinidina 3-O-glucósido y b) el éster de delfinidina 3-O-

glucósido-C8. 

 
Figura 34. Espectros de absorción de a) la delfinidina 3-O-sambubiósido y b) el éster de delfinidina 3-

O-sambubiósido-C8. 

 

Para evitar la delfinidina 3-O-glucósido y su producto en la reacción se empleó 

delfinidina 3-O-sambubiósido pura. En esta reacción también se modificó la 

temperatura del medio, para de observar si esta tenía algún efecto sobre la 

degradación del antociano. Sin embargo, el resultado de las reacciones fue el mismo. 

Al inicio de la reacción se observaron los picos correspondientes a la delfinidina 3-O-

sambubiósido y a la delfinidina 3-O-glucósido, mientras que en las primeras horas de 

reacción solo se observó el éster producto del segundo antociano. Además, ambas 

reacciones mostraron menor cantidad de producto, que en las reacciones anteriores a 

ese mismo tiempo, probablemente debido a la menor temperatura del medio. Como se 

mencionó anteriormente, también se empleó tert-butanol como solvente, para observar 

si el rendimiento de la reacción mejoraba. Estas reacciones mostraron tener producto 

a las dos horas de reacción, mientras que con el 2-metil-2-butanol, el producto 

apareció hasta las 4 horas. Sin embargo, después de las 4 horas de reacción se 

observó mas producto en la reacción con 2-metil-2-butanol que en la de tert-butanol. 
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Debido a estos resultados se procedió a trabajar con fracciones de delfinidina 3-O-

sambubiósido con alta pureza, es decir, que contuvieran poca cantidad de delfinidina 

3-O-glucósido, ya que realizar la reacción con el antociano puro, no garantizó un solo 

antociano en la reacción, ni tampoco un solo producto. 

 

La obtención del éster delfinidina 3-O-sambubiósido-C8 se intentó obtener empleando 

el contraión acetato, sin embargo la lipofilización no se llevó a cabo. De igual manera 

se realizó la lipofilización enzimática con el contraión formato. Estos contraiones, son 

por separado el anión que le daría el equilibrio de carga al catión flavilio, en lugar del 

ión cloruro.  

 

Una fracción de rica en antocianos de flor de jamaica se acidifico con 1% de ácido 

fórmico y se llevo a cabo la reacción según lo descrito por Cruz y colaboradores en 

2018 (Cruz et al., 2018). Con lo cual se obtuvo solo el ester delfinidina 3-O-

sambubiósido-C8 como producto de la reacción de lipofilización. En esta ocasión el 

máximo rendimiento (15%) de la reacción se obtuvo después de 16 h (Figura 35). 

Además del cambio del contraión, también se ajustaron las variables de la reacción. 

Las condiciones finales para la reacción fueron 20 g/L de CalB, 100 g/L de tamices 

moleculares, 1 mg/mL de delfinidina 3-O-sambubiósido liofilizada, 250 equivalentes de 

ácido octanóico en 2M2B a 60°C. 
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Figura 35. Cromatograma HPLC en columna C18 de la reacción de lipofilización de la delfinidina 3-O-

sambubiósido con contraión formato a 532 nm a las 16 h de reacción. 

 

Las reacciones una vez detenidas, se les removió los tamices moleculares y la enzima 

por medio de filtración. Mientras la separación de los ácidos grasos, los reactivos y los 

productos se llevó a cabo por medio de extracción líquido-líquido con hexano y 

heptano, y cromatografía de columna. 

 

Conclusiones de la lipofilización de delfinidina 3-O-sambubiósido 
 

Se pudo esterificar selectivamente y obtener un solo producto de la delfinidina 3-O-

sambubiósido empleando la lipasa B de Candida antarctica. La esterificación de este 

antociano disacárido sin que se hidrolizara se logró empleando mayor contenido de 

ácido graso; así como el empleo del contra-ion fomato. 

 

El cambio de estructura en los antocianos con la lipofilización enzimática trae consigo 

un efecto batocrómico en su espectro de absorción, sin que estos pierdan sus 

propiedades colorantes. De esta manera, la lipofilización enzimática, específica en el 

sambubiósido del antociano evita que se pierda el color por la esterificación, contrario 

a lo que ocurre cuando se esterifica en el aglicón. 
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SEPARACIÓN Y PURIFICACIÓN DE LOS PRODUCTOS DE 
LIPOFILIZACIÓN 

 

La separación de los antocianos nativos y de los antocianos lipofilizados se logró por 

diferencia de polaridad.  

 

EXTRACCIÓN LÍQUIDO-LÍQUIDO 
 

Se realizó una extracción líquido-líquido por triplicado con heptano y posteriormente 

con hexano, en las que se logró eliminar el exceso de ácidos grasos libres que no 

reaccionaron. Para comprobar que no quedaran remanentes de ácido graso se 

comprobó su ausencia con una cromatografía de capa fina. 

 

CROMATOGRAFÍA DE CAPA FINA 
 

Por medio de cromatografía de capa fina se logró comprobar que la extracción líquido-

líquido con heptano y hexano eliminó el exceso de ácidos grasos, que no reaccionaron 

en la lipofilización. La ausencia de ácido octanóico del metanol recuperado de las 

reacciones se observó cuando se comparó con un testigo que contenía ácido 

octanóico. A su vez el residuo del último lavado con hexano tampoco contenía ácido 

octanóico, como se puede observar en la Figura 36. 

 

 
Figura 36. Cromatografía de capa fina de la fase hexanóica y la fase metanólica de la reacción de 

lipofilización de delfinidina 3-O-sambubiósido. 
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PURIFICACIÓN DEL ÉSTER DELFINIDINA 3-O-SAMBUBIÓSIDO-C8  
 

Con la purificación realizada por medio de cromatografía flash con gel LiChroprep RP-

18 (Merck, Alemania), se logró separar la delfinidina 3-O-sambubiósido del éster 

delfinidina 3-O-sambubiósido-C8, en la reacción realizada a la delfinidina con el 

contraión formato, mientras que la realizada con contraión clorato no fue posible 

separar los ésteres formados. La separación de la delfinidina 3-O-sambubiósido se 

logró con una solución de HCl (0.1 M)- metanol (0.1 M de HCl) 80:20 (v/v). Mientras 

que, la elución del éster, o de la mezcla de ésteres, se consiguió con una solución de 

HCl (0.1 M)- metanol (0.1 M de HCl) 40:60 (v/v). Esta diferencia en las concentraciones 

utilizadas para eluir los diferentes compuestos muestra el cambio de polaridad que 

sufrió el antociano al ser lipofilizado (Figura 37). 

 

   
Figura 37. Evolución en la separación de la delfinidina 3-O-sambubiosido y su producto de lipofilización: 
la delfinidina 3-O-sambubiósido-C8. A) HCl (0.1 M)- metanol (0.1 M de HCl) 80:20 (v/v); b) HCl (0.1 M)- 
metanol (0.1 M de HCl) 40:60 (v/v). 

 

Para las reacciones realizadas con contra-ión clorato se realizó una segunda 

purificación con cromatografía de columna a baja presión. Mientras que las reacciones 

realizadas con contraión formato solo requirieron la cromatografía flash. 

 

a) b) 
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El éster purificado delfinidina 3-O-sambubiósido-C8, se analizó por medio de HPLC-

DAD (Finnigan Surveyor Series). En la Figura 38 se puede observar el cromatograma, 

en el que se puede distinguir un solo compuesto, la delfinidina 3-O-sambubiósido-C8. 

 

 
Figura 38. Cromatograma de éster delfinidina 3-O-sambubiósido-C8 purificado a 532 nm. Inserto: 

espectro de abrorsión de la delfinidina 3-O-sambubiósido-C8. 

 

 

CROMATOGRAFÍA DE BAJA PRESIÓN 
 

Posteriormente a la cromatografía flash se realizó una cromatografía de baja presión 

a la mezcla de delfinidina 3-O-sambubiósido-C8 y delfinidina 3-O-glucósido-C8, para 

separar a estos productos de lipofilización. Las impurezas arrastradas de la 

cromatografía flash fueron removidas. Los productos de lipofilización eluyeron 

lentamente con soluciones de diferente polaridad. Al aplicar una solución acuosa de 

metanol acidificado (45%) (0.1 M HCl) se comenzó a ver la separación de dos anillos 

de diferente color, el primero en eluir de color rosa correspondería al éster de 

delfinidina 3-O-sambubiósido-C8, y el segundo de color magenta a la delfinidina 3-O-

glucósido-C8 (Figura 39). El primer anillo eluyó con una solución acuosa de metanol 

acidificado al 50% (0.1 M HCl). Mientras que el segundo anillo, eluyó con una solución 

acuosa de metanol acidificado al 60% (0.1 M HCl). Las muestras fueron evaporadas y 
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recuperadas con la mínima cantidad de metanol para su posterior análisis por 

HPLC/MS y NMR. 

 

Sin embargo, debido al bajo rendimiento de la reacción, se obtuvo muy poco producto; 

además, no fue posible purificar a cada éster, por lo que la mezcla se liofilizará para 

su posterior análisis en NMR, como mezcla. 

 

 
Figura 39. Purificación de los productos de lipofilización por cromatografía de baja presión. 

 

Conclusiones de separación y purificación del éster de delfinidina 3-O-
sambubiósido-C8 
 
Las técnicas cromatográficas lograron separar los componentes de la reacción para 

facilitar sus análisis posteriores. Sin embargo cuando la mezcla de compuestos es muy 

similar y en poco cantidad no es posible realizar la separación y purificación. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Anillo 2 

Anillo 1 
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RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR 
 

Los productos de la lipofilización en las que se empleó contra-ión cloro y formato fueron 

aislados por medio de cromatografía flash y de baja presión. La mezcla de ésteres de 

antociano con contra-ión cloro, delfinidina 3-O-sambubiósido-C8 y delfinidina 3-O-

glucósido-C8; y el éster con contra-ión formato, delfinidina 3-O-sambubiósido-C8 

fueron liofilizados para su análisis por NMR. El polvo color magenta de cada muestra 

se disolvió en una solución de  DMSO-d6/TFA (9:1). Posteriormente, la estructura de 

los ésteres de antociano se determinó empleando datos de RMN de 1H y 13C. Y en el 

caso del análsis de NMR de 1H y 13C del éster delfinidina 3-O-sambubiósido-C8 aislado 

se empelaron además las técnicas de correlación COSY, HSQC y HMBC . 

 

Los resultados del análsis se pueden observar en la Tabla 10. Se pueden observar las 

diferencias entre los valores de desplazamiento químico (δ) en el carbono 6´´´ de la 

glucosa del antociano sin esterificar y el antociano lipofilizado. El cambio en el 

desplazamiento químico esta entre 2 y 3 ppm para ambos ésteres de antocianos. Este 

cambio de desplazamiento también se ha descrito previamente en otros trabajos de 

lipofilización (Cruz et al., 2016; Cruz et al., 2017; Yang et al., 2019, 2018). Además, el 

nuevo desplazamiento químico es similar al obtenido previamente en la lipofilización 

de la delfinidina 3-O-glucósido obtenida de la grosella negra, con un valor de 63.5 ppm 

(δ 13C) (Cruz et al., 2018). El mismo éster obtenido por Yang y colaboradores en 2019, 

también mostró un valor semejante, de 64.7 ppm (δ 13C).  

 

De esta manera el espectro de NMR 13C puede confirmar la acilación selectiva en el 

alcohol primario de la glucosa de ambos antocianos, la delfinidina 3-O-sambubiósido 

y la delfinidina 3-O-glucósido. 
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Tabla 10. Datos de Resonancia Magnética Nuclear de 1H y 13C de la mezcla ésteres de antocianos 
DpS-C8 y DpG-C8 en DMSO-d6/TFA (9:1). 

Posición DpS-C8 DpG-C8 

δ (1H); J (Hz) δ (13C) δ (1H); J (Hz) δ (13C) 

2C - 161.7 - 161.4 
3C - 144.0 - 144.0 

4C 8.68; s 131.9 8.73; s 133.5 

4aA - 111.6 - 111.6 
5A - 157.7 - 157.7 

6A 6.68; * 102.7 6.69; d, 1.9 102.7 

7A - 168.9 - 168.9 
8A 6.82; * 94.1 6.83; d, 1.9 94.1 

8aA - 156.0 - 156.0 

1’B - 119.5 - 119.5 
2’B 7.72; s 111.6 7.70; s 111.5 

6’B 7.72; s 111.6 7.70; s 111.5 

3’B - 144.2 - 143.7 
4’B - 146.6 - 146.5 

5’B - 144.2 - 143.7 

Glucosa 

1’’ 5.68; d, 7.7 98.6 5.43; d, 7.7 101.6 
2’’ 3.97; m 82.5 3.59; m 72.9 

3’’ 3.88; m 72.8 3.39; m 76.4 

4’’ 3.60; m 70.1 3.20; m 70.2 
5’’ 3.88; m 74.7 3.81; m 74.5 

6’’a 4.00; m 63.5 4.30; m 63.5 

6’’b 3.62; m 63.5 3.97; m 63.5 

Xilosa 

1’’’ 4.54; d, 7.8 105.4 - - 

2’’’ 2.95; t, 8.0 74.7 - - 

3’’’ 3.05; t, 8.7 76.7 - - 
4’’’ 3.22, m 70.4 - - 

5’’’a 3.42, m 76.2 - - 

5’’’b 2.70, m n.a. - - 

Ácido octanóico 

1 C=O - 173.4 - 174.7 

2 CH2 2.25; t, 7.5 33.6 2.16; t, 7.5 33.9 

3 CH2 1.47, * 24.6 1.35, * 24.6 
4-7 (CH2)4 1.23, * 22.3 1.11, * 22.3 

8 CH3 0.83, * 14.0 0.76; t, 7.1 14.0 

s, singulete; m, multiplete; d, doblete; t, triplete; *sin resolver; n.a. no asignado 



                
                 
 
 
FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

 106 

 

Conclusiones de Resonancia Magnética Nuclear 
 

Se logró comprobar que la lipofilización con la lipasa B de Candida antarctica fue 

selectiva en el alcohol primario de la glucosa del antociano. 

 

 

LIPOFILICIDAD 
 

Para conocer la lipofilicidad de la delfinidina 3-O-sambubiósido-C8 y compararla con 

respecto a su antocianina precursora, se determinó el coeficiente de partición octanol-

agua. Como se puede observar en la Figura 40, el color en las diferentes fases indica 

la distribución de las delfinidina 3-O-sambubiósido y delfinidina 3-O-sambubiósido-C8 

en la fase acuosa y la fase orgánica, respectivamente. Por lo que se puede notar la 

afinidad de la primera por la fase acuosa, mientras que la segunda tiene mayor afinidad 

por el n-octanol. 

 

 
Figura 40. Coeficiente de partición de la delfinidina 3-O-sambubiósido (A) y la delfinidina 3-O-

sambubiósido-C8 (B) en una mezcla bifásica de octanol-agua (HCl 0.1M). 

 

Conclusión de lipofilicidad 
 

La lipofilización en la delfinidina 3-O-sambubiósido con ácido octanoico, empleando 

CalB, cambia la polaridad de la estructura del éster formado. Por lo que la solubilidad 

del éster de antociano en matrices lipidicas se ve aumentada. 

 

log Pow -3.5 2.2    

A B

o-a
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SALTOS DE PH 
 

Las estructuras químicas de los antocianos en solución acuosa son dependientes del 

pH de la misma. Estas estructuras coexisten en equilibrio como se mostró en la Figura 

3. En un pH ácido la forma predominante es el catión flavilio, sin embargo, al aumentar 

le pH se comienzan a dar las reacciones que dan lugar a las otras especies. Los 

equilibrios de estas reacciones se dividen en tres diferentes pasos con diferentes 

escalas de tiempo. 

 

Transferencia de protón  
 

Es el primer proceso que ocurre al realizarse un salto de pH 1 a pH mayor, en el cual 

el protón se transfiere del antociano al agua (Ecuación 1) (Pina, 1998). De esta 

manera, el catión flavilio transfiere un protón a las solución acuosa para dar lugar a la 

base quinoidal. Esta es la reacción más rápida del equilibrio y donde la cinetica de la 

trasferencia se da por la Ecuación 19.  

 

 AH++H2O
					𝑲a     
#⎯⎯⎯%A+H3O+ (1) 

 

 𝑘z{ = 𝑘s +	𝑘^s(|H
+}) (19) 

 

Hidratación y tautomerización 
 

Es el segundo paso cinético en el que el catión flavilio, de naturaleza electrofilica se 

hidrata, dando lugar a la apertura del anillo B, conocida como tautomerización 

(Ecuaciones 2 y 3).  
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Brouillard y Lang en 1990 (Brouillard & Lang, 1990) pudieron comprobar, por medio de 

saltos de pH y temperatura, que la reacción de tautomerización es una reacción más 

rápida que la de hidratación (a pH mayor de 1) y la cinética de la reacción de 

tautomerizacion se define por medio de la Ecuacion 20. 

 

 AH++ H2O
						𝑲𝒉     
#⎯⎯⎯⎯%B+H3O+ (2) 

 

 B
						��     #⎯⎯⎯%Ct�� (3) 

 

 
𝑘�{ =

|HY}
|HY} + 𝐾s

𝑘� +
1

1 + 𝐾k
𝑘^�|H

Y} (20) 

 

Debido a la escala de tiempo en el que ocurre la reacción de hidratación y 

tautomerización y que la formación de la trans-chalcona es muy lenta, se puede decir 

que el sistema llega a un estado de pseudo-equilibrio (Ecuación 21). La velocidad de 

reacción de este equilibrio se muestra en la Ecuación 22. 

 

 AH++ H2O
𝑲𝒂^#% 	CB + H3O (21) 

 

 𝐾s^ = 𝐾s + 𝐾� + 𝐾�𝐾k (22) 

 

Donde la base conjugada, CB= [A] + [B] + [Ccis] + [Ctrans]. 
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Isomerización cis-trans. 
 

Es el tercer paso de la cinética multiestado y también el más lento, se define por la 

ecuación 4 y, la velocidad de reacción de la cinética de isomerización se representa 

por la ecuación 23. 

 

 C𝒄𝒊𝒔
						𝑲	𝒊    #⎯⎯⎯%	C𝒕𝒓𝒂𝒏𝒔 (4) 

 

 𝑘J{ =
𝐾�𝐾k

|HY} +	𝐾s^
𝑘� + 𝑘^�  (23) 

 

Depués de la isomerización, el sistema alcanza el equilibrio final, que se define por la 

ecuación 24 y su constante de velocidad por la ecuación 25. 

 

 AH++ H2O
					𝑲´𝒂					#⎯⎯⎯% 	CB + H3O (24) 

 

 𝐾s´ = 𝐾s + 𝐾� + 𝐾�𝐾k + 𝐾�𝐾k𝐾� (25) 

 

Donde la base conjugada, CB= [A] + [B] + [Ccis] + [Ctrans] 

 

Constante de equilibrio (K´a) y constante de pseudo-equilibrio (K^a) 
 

Los equilibrios y las constantes de reacción multiestado de los antocianos se 

obtuvieron por medio de los saltos de pH directos o reversos, descritos por Brouillard 

y Delaporte en 1978. 

 

El equilibrio multiestado del éster de delfinidina 3-O-sambubiósido-C8 y su antociano 

precursor se determinaron en SDS 0.1 M. Se realizaron diversos saltos de pH, mientras 

que las variaciones en el espectro UV-vis se determinaron a traves del tiempo para 
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AH+/A, B y Ccis en el pseudo equilibrio. Mientras que el equilibrio final se determinó 

hasta alcanzar la escasa formación de Ctrans. El ión flavilio (AH+) y la base quinoidal 

(A) absorben en el espectro UV-vis, por lo que fue posible ajustar la disminución de la 

absorbancia del primero y el incremento de la segunda, en función del pH (Figura 41). 

De esta manera se logró detreminar el pKa=5.83 y el pK´a=5.82. La pequeña diferencia 

entre estos valores muestra que la especie de la trans-chalcona no forma gran parte 

en el equilibrio. 

 

 
Figura 41. (A) Variaciones espectrales del éster DpS-C8 (0.1 mM) en SDS 0.1 M en función del pH en 
el pseudo-equilibrio, pK^a=5.83. Inserto: Ajuste de la absorbancia a 540 y 600 nm como función del pH. 
(B) Variaciones e espectrales del éster DpS-C8 (0.1 mM) en SDS 0.1 M en función del pH en el equilibrio 
el equilibrio final, pK’a=5.82. Inserto: Ajuste de la absorbancia a 540 y 600 nm como función del pH. 

 

Constante de acidez Ka 
 

La constante de acidez (pKa), se obtiene normalmente por medio de espectroscopia 

de flujo detenido (del inglés, Stopped flow), la cual cuantifica termodinámicamente la 

transferencia del protón en una escala de mili-segundos. Sin embargo, la constante de 

acidez también se puede obtener por medio de saltos de pH directos desde el pH 1 

hasta 6-7, donde la hidratación del antociano (B) es lo suficientemente baja y la 

disminución de la absorbancia de la base quinoidal (A) puede ser cuantificada por un 

espectrofotómetro normal. De esta manera, la Ka se puede obtener al conocer las 

fracciones molares (Ecuaciones 26-29) de las especies involucradas, las cuales fueron 

deducidas de las ecuaciones 1-5, 8 y 11. 
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|AHY} =

|HY}
|H+} + 𝐾´s

 (26) 

 

 [A] =
𝐾s

|H+} + 𝐾´s
 (27) 

 

 [B] + [Ct��] =
𝐾^s − 𝐾s
|H+} + 𝐾´s

 (28) 

 

 [Ck�su�] =
𝐾´s − 𝐾^s
|H+} + 𝐾´s

 (29) 

 

Así de la ecuación 3 se obtiene la pKa=5.90, al considerar [A]= Afinal/Ainicial 

 

 

Constante de hidratación Kh 
 

Tomando en cuenta las ecuaciones cinéticas del segundo estado intermediario, 

cuando la tautomerización es más lenta que la hidratación, tomando en cuenta una 

Kt=0; de esta manera la cinética de hidratación se muestra en la Ecuación 30, que 

representa la velocidad de reacción en el equilibrio entre el ión flavilio y el hemicetal. 

  

𝑘�{ =
|HY}

|HY} + 𝐾s
𝑘� + 𝑘^�|H

Y} 
(30) 

 

De esta manera, al tomar la Kt como cero el final del la reaccion 

hidratación/isomerización puede simplicar el cálculo, al emplear la ecuación de la 

constante del pseudo-equilibrio. Por lo que la Ecuación 30 se reduce a la Ecuacion 31 

para calcular Kh, la cual es una buena aproximación para calcular dicha constante, y 

que se ha empleado en otros estudios (Grajeda-Iglesias et al., 2016; Nave et al., 2010). 
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 𝐾s^ = 𝐾s + 𝐾� (31) 

 

En la Tabla 11 se muestran las constantes obtenidas para la DpS y la DpS-C8 en 

micelas de SDS 0.1 M, comparadas con las constantes obtenidas por Grajeda-Iglesias 

y colaboradores (2016). 

 
Tabla 11. Constantes de equilibrio obtenidas por espectroscopia UV-vis para la delfinidina 3-O-
sambubiósido y la delfinidina 3-O-sambubiósido en agua y en SDS. 

 
DpS 0.06 mM 

(agua) ‡ 

DpS 0.1 mM (SDS)* DpS-C8 0.1 mM 

(SDS)* 

Ka (M-1) 2.00×10-4 2.19×10-6 1.26×10-6 

pKa 3.70 5.66 5.90 

K^a (M-1) - 4.27×10-6 1.48×10-6 
pK^a - 5.37 5.83 

K’a (M-1) 1.20×10-3 7.24×10-6 1.51×10-6 

pK’a 2.92 5.14 5.82 

Kh (M-1) 9.55×10-4 2.08×10-6 2.20×10-7 

pKh 3.02 5.68 6.66 

Notas. Ka, constante de acidez; K^a, constante de pseudo-equilibrio; K’a, constante de equilibrio; Kh, 

constante de hidratación.* Error estimado »10%. ‡(Grajeda-Iglesias et al., 2016). 

 

 

Distribución de la fracción molar 
 

Una vez obtenidas las constantes, se pueden definir las fracciones molares de cada 

especie en el equilibrio en función del tiempo (Figura 42). En la Figura 42(A) se puede 

observar la pérdida del ion flavilio (AH+) a pH neutro, tanto en la DpS como DpS-C8. 

Mientras que la fracción molar de la base quinoidal (A) en la DpS a pH 9, es menos 

estable que la trans-chalcona (color amarillo), que es la especie mas estable a este 

pH. Por otro lado, la base quinoidal de la DpS-C8 al mismo pH, se muestra como la 

especie mayoritaria, lo que indica que el color azul del antociano estaría estabilizado 

a ese pH. Es sobresaliente la estabilidad de la base quinoidal del éster de antociano 
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por las micelas de SDS a pH neutro o ligeramente alcalino. Además este incremento 

en la estabilidad de la base quinoidal viene acompañado de la disminución de las otras 

especies, lo que contribuye a la intensificación del color azul en la solución. En especial 

la trans-chlacona, especie predominante cuando hay degradación irreversible del 

pigmento. 

 

 
Figura 42. Distribución de la fracción molar en función del pH de (A) DpS 0.1 mM en SDS 0.1 M; (B) 
DpS-C8 0.1 mM en SDS 0.1 M. 

 

Conclusiones de las propiedades termodinámicas 
 

Se logró calcular las propiedades de color de la delfinidinia 3-O-sambubiósido y del 

éster obtenido de esta. Las propiedades termodinámicas obtenidas en solucion de 

SDS son la constante de acidez, la constante de pseudo-equilibrio, la constante de 

equilibrio y la constante de hidratación. 

 

Los resultados mostraron que la lipofilización al producir una disminución en la 

constante de hidratación en el éster de antociano, comparado con el antociano nativo, 

ya que el primero presenta mayor estabilidad a la hidratación. Por lo que la lipofilización 

mejoraría la estabilidad del pigmento a la degradación por hidratación. 

La estabilidad del ion flavilio en el éster a pH ácido no se ve afectada por la 

lipofilización, aunque la coloración del nuevo antociano sea diferente del precursor. 

 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1 3 5 7 9
M

ol
e 

Fr
ac

tio
n

pH

AH+

B + Cc

Ct

A
B

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1 3 5 7 9

M
ol

e 
Fr

ac
tio

n

pH

AH+

B + Cc

Ct
A

A

Fr
ac

ci
ón

 m
ol

ar

Fr
ac

ci
ón

 m
ol

ar



                
                 
 
 
FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

 114 

Por otro lado, la transformación estructural de la delfinidina mejoró la estabilidad de la 

base quinoidal del éster de antociano dentro de un pH neutro a ligeramente alcalino. 

Por lo que se estabilizó la estructura que da como resultado una coloración azul en 

solución.  

 

 

ABSORTIVIDAD MOLAR e 
 
El coeficiente de absortividad de la delfinidina 3-O-sambubiósido hasta el momento no 

se ha encontrado en la literatura. Por lo que este se determinó durante el presente 

proyecto por medio del método HPLC-DAD descrito por Pelillo y colaboradores (2004) 

(Pelillo et al., 2004). 

 

En la Tabla 12 se pueden observar los datos de la absorbancia obtenida a diferentes 

concentraciones de delfinidina 3-O-sambubiósido. Las condiciones para el cálculo 

fueron un volumen de inyección de 10 µL, con una elución del compuesto a los 15 

minutos en una relación 86:14 de la fase móvil (ácido fórmico 1% /acetonitrilo). Para la 

obtención de estos valores se deben tomar en cuenta las unidades dimensionales de 

cada variable, en especial el factor dimensional, por lo que en este caso se tuvo que 

agregar el factor de 103 para lograr la coherencia numérica, por lo que a la Ecuación 9 

se le agregó dicho factor. 

 

 
Área = 	ε ∗

0.06 ∗ b ∗ mL

F ∗ PM  (9) 

 

Donde: 

Área.- Es el área bajo la curva del pico (UµA.seg) 

F.- Flujo de la fase móvil (mL/seg) 

b.- espesor de la celda (cm) 

PM.- Peso molecular (g/mol) 

m0.- masa inyectada en el cromatógrafo (ng) 



                
                 
 
 
FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

 115 

 
Tabla 12. Términos independientes y dependientes de la Ecuación 9. 

UA 

520 nm 

0.06*b*m0/ 

F*PM 

0 0 

0 0 

0 0 

1.7387 11538.462 

1.7201 11538.462 

1.7098 11538.462 

3.2872 23076.923 

3.2861 23076.923 

3.2736 23076.923 

6.6000 46153.846 

6.5865 46153.846 

6.5621 46153.846 

12.6839 92307.692 

12.6498 92307.692 

12.625 92307.692 

25.755 184615.38 

25.7964 184615.38 

26.7252 184615.38 

 

Posteriormente los datos de la Tabla 12 fueron graficados, en orden de obtener la 

ecuación de la recta (Figura 43). La pendiente de la ecuación de la recta tiene el valor 

de 7109.7 L/mol.cm, lo que corresponde al valor del coeficiente de absortividad molar 

de la delfinidina 3-O-sambubiósido. Este valor es más bajo que el encontrado en otros 
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antocianos, tanto monosacáridos, como disacáridos. Solo la cianidina 3-O-rutinósido y 

la cianidina 3-O-sambubiósido-5-O-glucósido presentan menor valor, de 7000 y 3600 

L/M.cm, respectivamente. Cabe mencionar que estos valores de e fueron obtenidos a 

pH 9. Mientras que otros valores menores del coeficiente se han obtenido en la 

malvidina 3-5-diglucósido en etanol al 0.1% de ácido clorhídrico, con valores entre 

10700 y 10300 L/M.cm (Giusti & Wrolstad, 2001). Como se puede observar en la 

literatura, la principal diferencia encontrada sobre los valores de e es el tipo de solvente 

y el valor de pH en el que se realizó la evaluación (Pelillo et al., 2004). En éste caso la 

diferencia entre podría deberse al solvente empleado para la obtención de e, que en 

este caso es principalmente agua acidificada, mientras que para los otros antocianos 

ha sido en metanol y bajo el método clásico del espectrofotómetro. Torsi y 

colaboradores (1990) (Torsi et al., 1990) encontraron que dependiendo del 

instrumento los valores entre metodologías podrían variar entre 18-20% de error 

sistemático.  

 

 
Figura 43. Gráfico y ecuación de la recta de la absorbancia de la calibración de delfinidina 3-O-

sambubiósido a diferentes concentraciones, bajo condiciones constantes de flujo. 

 

Conclusiones de coeficiente de absortividad 
  

Fue posible calcular el coeficiente de absortividad molar de la delfinidina 3-O-

sambubiósido, por medio de las absorbancias obtenidas en un HPLC a 

y = 7109.7x - 27.19
R² = 0.9993
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concentraciones conocidas del antociano. Sin embargo, el valor obtenido por este 

medio debe de verificarse y validarse por medio del método del espectrofotómetro; el 

cual es el establecido para la determinación de este parámetro.  

 

 

CINÉTICA QUÍMICA 
 

Las concentraciones de la delfinidina 3-O-sambubiósido, delfinidina 3-O-glucósido, 

delfinidina 3-O-sambubiósido-C8 y delfinidina 3-O-glucósido-C8 de la reacción de 

lipofilización se graficaron de acuerdo a las Ecuaciones 15, 16 y 17. Las 

concentraciones se obtuvieron de acuerdo a curvas de calibración con estándares de 

malvidina 3-O-glucósido (MvG) y cianidina 3-O-glucósido. También se empleó la 

fórmula de Torsi para obtener la concentración de delfinidina 3-O-sambubiósido 

empleando el coeficiente de absortividad molar e. Los resultados se muestran en la 

Tabla 13. Como se puede observar, los valores difieren de acuerdo a la calibración 

elegida. Cuando se emplea la curva de calibración de malvidina 3-O-glucósido, los 

valores de los productos de lipofilización son negativos, incluso a las dos horas de 

reacción, cuando ya se había observado su presencia. Por el contrario, al emplear la 

curva de calibración de la cianidina, se obtienen valores relativamente de los productos 

en el tiempo inicial, antes de comenzar la reacción. Por otro lado, al emplear los datos 

del coeficiente de absortividad, las concentraciones están acordes al tiempo de 

aparición de los productos. Sin embargo, todos los datos se graficaran para observar 

si las tendencias en el orden de reacción son similares al emplear diferentes métodos 

para obtener la concentración. Para realizar los gráficos se tomará como cero los 

valores negativos y los valores positivos antes de las dos horas de reacción.  

 

Para realizar las cinéticas de reacción se excluyó al ácido octanoico, que al estar en 

exceso, se puede reducir su efecto a un orden cero. Además se desestimó en los 

cálculos que la delfinidina 3-O-sambubiósido experimenta una reacción paralela del 

lipofilización y de hidrólisis de uno de sus azúcares, la xilosa (Figura 44). 
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Figura 44. Esquema simplificado de las reacciones de lipofilización de delfinidina 3-O-sambubiósido y 

cianidina 3-O-sambubiósido. 

 
Tabla 13. Concentraciones en la reacción de lipofilización a diferentes tiempos, empleando curvas de 

calibración y método absoluto. 

   T antes de 

la reacción 
T0 T2 T4 T6 T20 

Conc 

(mg/L) 

Equivalentes 

malvidina 3-O-

glucósido 

DpS 122.15 44.00 31.52 19.74 16.49 8.64 

DpG 55.77 13.99 14.41 16.65 10.64 11.84 

DpS-C8 -0.63 -0.63 -0.08 -0.06 0.20 0.58 

DpG-C8 -0.63 -0.63 0.53 0.96 2.69 7.99 

Equivalentes 

cianidina 3-O-

glucósido 

DpS 115.67 51.98 41.81 32.21 29.56 23.17 

DpG 64.83 27.53 27.87 29.69 24.80 25.77 

DpS-C8 15.61 15.61 16.06 18.06 16.29 16.60 
DpG-C8 15.61 15.61 16.59 16.91 18.32 22.63 

Equivalentes 

delfinidina 3-O-

sambubiósido 

DpS 310.48 112.87 81.29 51.52 43.28 23.44 

DpG 152.74 36.98 38.03 43.70 28.50 31.52 

DpS-C8 0 0 1.40 1.44 2.10 3.07 

DpG-C8 0 0 3.04 4.02 8.40 21.79 
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Orden de reacción en base a los equivalentes de malvidina 3-O-glucósido. 
 

En la Figura 45 se pueden observar los resultados graficados al aplicar la ecuación 

para una reacción de orden cero, empleando las concentraciones obtenidas por medio 

de la curva de calibración de malvidina 3-O-glucósido. A simple vista se puede 

observar que las constantes de reacción presentan valores negativos para la DpS y 

DpG, lo que concuerda con la desaparición del compuesto a lo largo de la reacción. 

Este mismo comportamiento se observa en la cinética de primer orden. 

 

La Figura 46 se puede observar un coeficiente de correlación de uno para la formación 

de delfinidina 3-O-sambubiósido. Sin embargo, este valor nos dice poco ya que, se 

emplearon dos puntos debido a que los valores correspondientes a ese tiempo son 

valores negativos cuando se emplea la curva de calibración de malvidina 3-O-

glucósido. 

 

Debido a esto mismo en la grafica de la cinética de segundo orden (Figura 47), los 

valores de la DpS-C8 muestran irregularidad y ninguna tendencia. 

 

 
Figura 45. Cinética de reacción de orden cero para lipofilización (equivalentes de malvidina 3-O-

glucósido). 
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Figura 46. Cinética de reacción de primer orden para lipofilización (equivalentes de malvidina 3-O-

glucósido). 

 
Figura 47. Cinética de reacción de segundo orden para lipofilización (equivalentes de malvidina 3-O-

glucósido). 

 

Con respecto a los valores de las constantes de reacción obtenidas se puede observar 

en la Tabla 14, que son congruentes con la formación o desaparición de productos y 

reactivos, respectivamente. Sin embargo, la constante de la DpS-C8 para una reacción 

de segundo orden tiene un valor positivo, lo que iría indicaría que se consume en lugar 

de producirse. Esto se podría deber a lo observado anteriormente acerca de la 
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irregularidad de los valores y el empleo de malvidina3-O-glucósido como estándar para 

obtener la concentración. 

 

Según estos coeficientes de correlación, se podría suponer que la delfinidina 3-O-

sambubiósido muestra una desaparición de segundo orden (R2= 0.9788); que podría 

ser explicado por ser una reacción paralela entre la formación del éster y la hidrólisis 

de la xilosa (Figura 44). Mientras que la delfinidina 3-O-glucósido y el éster de 

delfinidina 3-O-sambubiósido presentarían un primer orden con coeficientes de 

correlación de 0.2382 y 1, respectivamente. Sin embargo, esto no podría ser tomado 

en cuenta para el éster, debido a que solo se lograron graficar los logaritmos naturales 

de dos de las concentraciones, por lo que la información es insuficiente. Por último, el 

éster de delfinidina 3-O-glucósido presenta un coeficiente de correlación mayor para 

una formación de producto de orden cero, lo que indicaría que la formación del éster 

es independiente de la concentración del mismo. 
 

Tabla 14. Coeficientes de correlación y constantes para las diferentes cinéticas de reacción, empleando 
la curva de calibración de la malvidina 3-O-glucósido. 

 Orden cero Primer orden Segundo orden 

 R2 k R2 k R2 k 

DpS 0.6605 -1.4202 0.8581 -0.0731 0.9788 0.0046 

DpG 0.2378 -0.1441 0.2382 -0.0108 0.2335 0.0008 

DpS-C8 0.9042 0.0332 1.0000 0.0773 0.3479 0.7705 

DpG-C8 0.9892 0.409 0.8566 0.1325 0.6047 -0.0698 

 

 

Orden de reacción en base a los equivalentes cianidina 3-O-glucósido. 
 

El gráfico con los datos de concentración en función del tiempo se puede observar en 

la Figura 48, donde se puede observar la misma tendencia que al emplear la 

concentración obtenida con equivalentes de malvidina 3-O-glucósido. De igual manera 

las constantes de reacción muestran una valor negativo para la DpS y la DpG, que 

concuerda con la desaparición de estas durante la reacción. Mientras que ocurre lo 
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contrario para los ésteres, que tienen una constante con valor positivo. Sin embargo, 

para los ésteres, el valor del intercepto no concuerda con el valor de la concentración 

inicial. 

 
Figura 48. Cinética de reacción de orden cero para lipofilización (equivalentes de cianidina 3-O-

glucósido). 

  

En la Figura 49 se presentan los datos graficados linearizados a modo de una cinética 

de primer orden. En este grafico se puede observar que tanto la constante de reacción 

como el intercepto tienen coherencia con la reacción y los valores de la concentración 

inicial. 

 

El análisis bajo una cinética de segundo orden, muestra que las constantes de reacción 

se encuentran con valores negativos para la DpS-C8 y la DpG-C8; lo cual es 

congruente para este orden y la formación de productos (Figura 50). De igual manera 

se observa la misma coherencia con las constantes de los antocianos nativos. Por otro 

lado, el intercepto de la ecuación es muy cercano al valor inicial de cada uno de los 

componentes en la reacción. 

 

Por último, en la Tabla 15 se pueden observar los valores de los coeficientes de 

correlación y constantes de reacción para los diferentes ordenes de reacción, 

empleando la cianidina 3-O-glucósido como estándar. Se puede notar que la DpS y la 
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DpG tienen un coeficiente de correlación más alto (0.8537 y 0.2400, respectivamente) 

si se tratan los datos como una reacción de segundo orden. Esto puede explicar a que 

la DpS sufre dos transformaciones paralelas, la lipofilización y la hidrólisis. Mientras 

que la DpG esta presente en un inicio de la reacción y también se forma a partir de la 

hidrólisis de la DpS, por lo que podría tratarse de una desaparición de pseudo-segundo 

orden.  

 

Para los ésteres, se puede observar que sus coeficientes podrían indicar un primer 

orden de reacción, en la que la reacción depende de solo la concentración de un 

elemento. 

 

 
Figura 49. Cinética de reacción de primer orden para lipofilización (equivalentes de cianidina 3-O-

glucósido). 
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Figura 50. Cinética de reacción de segundo orden para lipofilización (equivalentes de cianidina 3-O-

glucósido). 

 
Tabla 15. Coeficientes de correlación y constantes para las diferentes cinéticas de reacción, 
empleando la curva de calibración de la cianidina 3-O-glucósido. 

 Orden cero Primer orden Segundo orden 

 R2 k R2 k R2 k 

DpS 0.6605 -1.1574 0.7613 -0.0345 0.8537 0.0011 

DpG 0.2378 -0.1175 0.2394 -0.0043 0.2400 0.0002 
DpS-C8 0.2276 0.4379 0.9340 0.0018 0.9321 -0.0001 

DpG-C8 0.4631 0.7441 0.9820 0.0173 0.9731 -0.0009 

 

 

Orden de reacción en base a equivalentes de delfinidina 3-O-sambubiósido. 
 

En la Figura 51 se muestra la concentración (equivalentes de delfinidina 3-O-

sambubiósido) en función del tiempo, donde se puede observar el mismo 

comportamiento que cuando se emplearon los otros antocianos como estándares. Las 

constantes de reacción para la DpS y la DpG poseen valores negativos, mientras que 

los ésteres poseen valores positivos.  
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Se puede observar este mismo comportamiento en el signo de las constantes al 

emplear el modelo para una reacción de primer orden (Figura 52). Sin embargo, el 

valor del coeficiente de correlación muestra mejor ajuste para la cinética de primer 

orden que para la de orden cero, al menos en tres de los componentes. Solo la 

formación de DpG-C8 muestra un mejor ajuste para una cinética de orden cero. 

 

 
Figura 51. Cinética de reacción de orden cero para lipofilización (equivalentes de delfinidina 3-O-

sambubiósido). 

 
Figura 52. Cinética de reacción de primer orden para lipofilización (equivalentes de delfinidina 3-O-

sambubiósido). 
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Por último, al analizar la cinética de segundo orden (Figura 53), se encuentra el mismo 

comportamiento congruente de los signos en las constantes de reacción que también 

se observó al emplear cianidina como estándar. 

 

En la Tabla 16 se muestran lo valores de las constantes de reacción con sus 

respectivos coeficientes de correlación, en el análisis de la cinética empleando 

equivalentes de delfinidina. Aquí se puede observar que la DpS muestra un coeficiente 

de correlación mayor en una cinética de segundo orden, similar al resultado que se 

obtuvo al emplear cianidina como estándar. Por lo que se puede deducir que la 

desaparición de la delfinidina se ve influenciada tanto por la lipofilización y la hidrólisis 

de la misma. De igual manera, la DpS-C8 muestra un coeficiente de correlación alto 

para una cinética de segundo orden, lo que podría sugerir que además de su formación 

también pueda sufrir una hidrólisis del azúcar, una vez lipofilizada. Por otro lado, la 

DpG es difícil de deducir, ya que no existe gran diferencia entre los diferentes 

coeficientes de correlación y, estos son muy bajos independientemente del tipo de 

estándar empleado en la obtención de la concentración. Además, la concentración de 

DpG esta influida tanto por su concentración inicial y por la que se forma durante la 

hidrólisis de la DpS, que podría presentar diferentes cinéticas durante la reacción. Por 

último, la DpG-8 muestra un coeficiente de correlación muy alto para una cinética de 

orden cero, que podría ser justificado por su aumento de forma constante durante la 

reacción. 
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Figura 53. Cinética de reacción de segundo orden para lipofilización (equivalentes de delfinidina 3-O-

sambubiósido). 

 
Tabla 16. Coeficientes de correlación y constantes para las diferentes cinéticas de reacción, empleando 
el coeficiente de absortividad molar de la delfinidina 3-O-sambubiósido. 

 Orden cero Primer orden Segundo orden 

 R2 k R2 k R2 k 

DpS 0.6605 -3.5914 0.8521 -0.0703 0.9741 0.0016 

DpG 0.2378 -0.3645 0.2389 -0.0103 0.2344 0.0003 

DpS-C8 0.7751 0.1247 0.8008 0.0596 0.8174 -0.0205 

DpG-C8 0.9893 1.0749 0.8097 0.1307 0.7273 -0.0133 

 

 

Conclusiones de la cinética química 
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mayor. Además estas cinéticas pueden dejar más claro que la reacción de lipofilización 

favorece la formación del éster de la delfinidina 3-O-glucósido. La cual presenta menor 
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impedimento estérico que la delfinidina 3-O-sambubiósido. Este comportamiento se 

observó en la lipofilización de la delfinidina 3-O-glucósido y la delfinidina 3-O-

rutinósido, en la que la lipofilización enzimática fue mayor en la primera (Cruz et al., 

2018). 
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CONCLUSIONES GENERALES 
 

CONCLUSIONES TEÓRICAS 
 

La química computacional es una buena herramienta para auxiliar a la química 

experimental. Así también los datos experimentales ayudan a mejorar y dar una guía 

para identificar que métodos teóricos se ajustan mejor a la realidad experimental.  

 

La teoría del funcional de la densidad (DFT) es  útil para obtener información de 

compuestos de los que no se tiene información experimental completa. De esta 

manera el DFT, el funcional B3LYP y el conjunto de base 6-31++G(d,p) muestra un 

ajuste adecuado para definir teóricamente la estructura geométrica del la delfinidina 3-

O-sambubiósido. 

 

Como perspectiva teórica, se podría sugerir un estudio a profundidad sobre las 

interacciones antocianos-enzima acilada por medio de acoplamiento molecular 

(docking). Estos estudios podrían involucrar a los antocianos lipofilizados hasta el 

momento, como posibles candidatos a lipofilización. Esto con el fin de observar el 

efecto que tiene la estructura de los antocianos sobre la preferencia o rendimiento de 

las reacciones de lipofilización de los mismos. De esta manera se podría dar 

explicación al comportamiento de los antocianos y poder predecir qué sustratos 

podrían generar mejores rendimientos, como la factibilidad de las reacciones. 

  

 

 

 

 

 

 

 



                
                 
 
 
FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

 130 

CONCLUSIONES EXPERIMENTALES 
 

La extracción asistida por ultrasónido es un medio rápido por el cual se pueden obtener 

antocianos y compuesto fenólicos sin comprometer la integridad estructural de los 

mismos. 

 

El fraccionamiento por medio de SPE es una herramienta de gran utilidad para obtener 

compuestos concentrados y de gran pureza en un solo paso. De esta manera se pudo 

obtener antocianos de un extracto fenólico a partir de un extracto natural en un solo 

paso, además de emplear solventes considerados como verdes. 

 

La lipofilización enzimática de la delfinidinia 3-O-sambubiósido se logró realizar 

selectivamente por medio de la lipasa B de Candida antarctica y ácido octanóico.  

 

El cambio estructural hecho a la delfinidinia 3-O-sambubiósido con la lipofilización 

enzimática afectó las propiedades fisico-químicas del éster creado. No solo se cambió 

la polaridad del pigmento, también se mejoró la estabilidad de la base quinoidal a pH 

neutro o ligeramente alcalino. 

 

Por otro lado, se logró observar experimentalmente que, la esterificación selectiva en 

el azúcar del antociano modifica ligeramente la absorción UV-vis del éster, sin que este 

pierda su capacidad colorante, como se observó en los análisis teóricos. Los cuales, 

por medio de la metodología TD-DFT:B3LYP6-31++G(d,p), mostraron que el espectro 

de absorsión UV-vis tiene menor cambio cuando la esterificación ocurre en el azúcar 

del antociano. 
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