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RESUMEN

El Azul Maya es un pigmento desarrollado por esta antigua civilizacién que tiene gran
estabilidad. En la actualidad las construcciones mayas conservan el azul brillante en
sus murales, soportando ambientes humedos y altas temperaturas. Ademas, se ha
comprobado su persistencia frente a solventes quimicos, acidos y también es
resistente a la biodegradacion. Se conoce que este pigmento se encuentra estabilizado
en arcillas. Por otro lado, varios estudios han demostrado que algunos pigmentos
naturales presentes en vegetales, especias etc. presentan propiedades antioxidantes
y anticancerigenas pero a su vez son muy sensibles a la luz, temperatura, hidratacion,
cambios en el pH y ataque iénico. Este trabajo tiene como objetivo estabilizar las
antocianinas presentes en la flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L), utilizando una
arcilla, siguiendo la metodologia de civilizaciones antiguas. Las estructuras de las
moléculas fueron optimizadas mediante métodos de quimica computacional, siendo el
método DFT: B3LYP/6-31G el que mejor correlacion reportd entre datos teoricos y
experimentales para las dos moléculas, Cianidina y Delfinidina, con un valor de R? de
0.917 y 0.916 respectivamente. Se determinaron propiedades quimicas de potencial
idnico, afinidad electronica, potencial quimico, electronegatividad, dureza y blandura
de las moléculas lo cual indicé que la Cianidina es mas estable que la Delfinidina. Se
elaboré un compuesto colorante utilizando un extracto de la flor de Jamaica molido y
polvo de Sepiolita natural utilizando técnicas de antiguas civilizaciones precolombinas.
La microscopia de barrido electrénico permitié obtener imagenes donde se mostré que
la muestra de Flor de Jamaica tiene un tamano de particula inferior a la muestra de
Sepiolita, siendo en promedio 0.01 y 0.18 uym respectivamente. El estudio de
estabilidad realizado mediante mediciones espectrofotométricas indic6 que los
antocianos presentes en la flor de Jamaica se degradan a una velocidad menor en el
pigmento compuesto que en un extracto fendlico, con valores de 1.62*107 sy
1.85*107 s respectivamente. Los analisis por Difraccién de Rayos X mostraron
evidencias de interacciones entre la molécula y la arcilla en el pigmento compuesto

obtenido.

xiii
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ABSTRACT

Maya Blue is a pigment developed by this ancient civilization that has great stability.
Currently, the Mayan constructions preserve the bright blue in their murals,
withstanding humid environments and high temperatures. In addition, its persistence
against chemical solvents and acids has been proven and it is also resistant to
biodegradation. It is known that this pigment is stabilized in clays. On the other hand,
several studies have shown that some natural pigments present in vegetables, spices,
etc. They have antioxidant and anticancer properties but are also very sensitive to light,
temperature, hydration, changes in pH and ionic attack. This work aims to stabilize the
anthocyanins present in the Jamaica flower (Hibiscus sabdariffa L), using a clay,
following the methodology of ancient civilizations. The structures of the molecules were
optimized by computational chemistry methods, being the DFT method: B3LYP/6-31G
the one that reported the best correlation between theoretical and experimental data
for the two molecules, Cyanidin and Delphinidin, with an R? value of 0.917 and 0.916
respectively. Chemical properties of ionic potential, electronic affinity, chemical
potential, electronegativity, hardness and softness of the molecules were determined,
which indicated that Cyanidin is more stable than Delphinidin. A coloring compound
was elaborated using a ground Jamaica flower extract and natural Sepiolite powder
using techniques from ancient pre-Columbian civilizations. Scanning electron
microscopy allowed obtaining images showing that the Jamaica flower sample has a
smaller particle size than the Sepiolite sample, being on average 0.01 and 0.18 pm,
respectively. The stability study carried out by means of spectrophotometric
measurements indicated that the anthocyanins present in Jamaica flower degrade at a
slower rate in the compound pigment than in a phenolic extract, with values of
1.62*107 s and 1.85*107 s’ respectively. X-Ray Diffraction analyzes showed
evidence of interactions between the molecule and the clay in the composite pigment.

Xiv
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I. INTRODUCCION

La utilizacion de colorantes naturales alternativos a los sintéticos ha ido creciendo en
los ultimos tiempos, debido a que son una de las mejores opciones para el uso en
alimentos, bebidas o ropas. Los colorantes artificiales, aunque no son peligrosos,
pueden llegar a resultar nocivos para la salud, sobre todo cuando se abusa del
consumo de los mismos. Las antocianinas son una de las moléculas colorantes que
mas se investigan en la actualidad debido a sus propiedades antioxidantes,

anticancerigenas, antivirales, entre otras.

Hibiscus sabdariffa L. (comunmente conocido como flor de hibisco, roselle, bissap, flor
de Jamaica) es un arbusto de |la familia Malvaceae. Esta planta es una fuente atractiva
y barata de colorantes naturales, debido a que sus flores son ricas en antocianinas,
las cuales son responsables del color rojo brillante de sus pétalos. Las principales
antocianinas del Hibiscus son la Delfinidina-3-O-sambubiésido (Dp-samb) y la
Cianidina-3-O-sambubidsido (Cy-samb), las cuales se muestran en la figura 1.

(a) (b)

Figura 1. Estructuras de las principales antocianinas presentes en el Hibiscus
(a) Dp-samb y (b) Cy-samb
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Las antocianinas pertenecen a un grupo mas grande de polifenoles, conocido como
flavonoides, los cuales son capaces de absorber la luz en las regiones UV-Vis, con
tonalidades de amarillo-anaranjado a verde-azulado (Grajeda-lglesias et al., 2016).
Estas moléculas son altamente inestables y facilmente susceptibles a la degradacion
por efecto de factores como la luz, el pH, la temperatura, entre otros; debido a esto su
utilizacion se ha visto limitada. Sin embargo, se han desarrollado numerosas

investigaciones con el fin de aumentar su estabilidad (Cavalcanti et al., 2011).

Algunas investigaciones recientes han demostrado que la utilizacion de matrices
inorganicas como soporte a moléculas organicas, contribuye al aumento de la
estabilidad de los pigmentos, concluyéndose que el mayor o menor grado de union de
las moléculas organicas depende de las caracteristicas de la matriz inorganica. Esta
area de investigacion sigue en desarrollo (Wang et al., 2019).

Esta investigacion esta dirigida a aumentar la estabilidad de las antocianinas a partir
de la creacidn de un pigmento hibrido, utilizando la Sepiolita, una arcilla blanca natural
en polvo, conocida desde tiempos precolombinos en Mesoamérica, y en particular en
la Peninsula de Yucatan. Para esto se seguira la metodologia empleada por las
antiguas civilizaciones Mayas en la elaboracion de pigmentos, los cuales presentan
extraordinarias propiedades de resistencia a los agresores quimicos (acidos, bases,
disolventes) y a la biodegradacion, lo que hace que ciertas obras de arte se hayan
conservado en buenas condiciones durante siglos en un ambiente tan hostil como la

selva tropical (Wang et al., 2019).

Para inferir las propiedades del pigmento compuesto a obtener se utilizaran pruebas y
modelaciones basadas en la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT). Esta teoria
se ha convertido en la herramienta mas utilizada para describir la estructura electronica
de atomos, moléculas y sistemas extendidos, como las superficies y los s6lidos; debido
a que por un lado ofrece un buen balance entre la precisién requerida para la
descripcion de diversas propiedades asi como el esfuerzo computacional para
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alcanzarlas y por otro lado, proporciona un marco tedrico idoneo para la
fundamentacion de conceptos basicos asi como para la generacion de nuevos criterios
(Antony Selvam et al., 2020).

Justificacion

Los pigmentos naturales presentan propiedades antioxidantes y anticancerigenas,
pero a su vez son muy sensibles a diversos factores ambientales. En la actualidad se
realizan numerosas investigaciones relacionadas con la elaboracion de pigmentos
hibridos, un amplio campo que se encuentra en continuo desarrollo, con resultados
satisfactorios en cuanto a lograr la estabilidad del pigmento. Con esta investigacion se
busca estabilizar dichos pigmentos utilizando una arcilla, apoyandonos en la
metodologia para la elaboracion del Azul Maya, el cual ha demostrado su gran
estabilidad a lo largo del tiempo. Conociendo las disimiles aplicaciones que tienen los
pigmentos en la industria alimentaria, cosmética, entre otras, se creara un compdésito
a partir de croméforos naturales (antocianinas) obtenidos de la flor de Jamaica y la
Sepiolita, asumiendo que esto podria traer efectos positivos sobre la estabilidad del
pigmento.
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Il. ANTECEDENTES

Il.l. Generalidades sobre los pigmentos naturales
En la actualidad se ha observado un incremento considerable en la utilizacion de

pigmentos naturales frente a los sintéticos debido a que desempefan un papel
potencial en la prevencion y tratamiento de diversas enfermedades justificado por su
accion farmacologica, son biodegradables en un corto plazo cuando se encuentran
como desechos y pueden ser utilizados como aditivos en alimentos, cosméticos, entre
otros productos, por su escasa toxicidad. En la literatura se establece que el término
pigmento se utiliza estrictamente para los colorantes no solubles, mientras que los

colorantes solubles se denominan tintes (Trouillas et al., 2016).

Los polifenoles se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas y se conocen
como compuestos conjugados del tipo 1T que contienen grupos hidroxilos unidos a
anillos aromaticos. Dentro de los polifenoles se encuentran diferentes subclases como
las antocianinas, flavonoles, flavanoles, acidos fendlicos y algunas moléculas
compuestas formadas por la unién entre estos grupos. Anouar et al., 2012 argumento
que el objetivo principal de estos compuestos es proteger a las plantas de la luz
ultravioleta, ya que se sabe que la mayoria de ellas absorben en este rango
espectroscopico y normalmente son sintetizados como parte del metabolismo
secundario de las plantas, donde las chalconas son los principales precursores de los
flavonoides.

La estructura quimica que presentan los polifenoles depende del numero y la posicion
de las sustituciones, principalmente -OH, -OCHj3 y grupos glucésidos. En esta seccidn
se incluiran las caracteristicas generales de los flavonoides, que son la clase a la que

pertenecen las moléculas objeto de interés en esta investigacion.

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular basicamente formados por
dos anillos fendlicos (que se distinguen como A y B) y un heterociclo oxigenado
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representado como C. Todo este arreglo conforma la estructura basica de las
antocianinas. Su forma protonada se conoce como ion flavilio, que generalmente se
encuentra como un catién (ver figura 2). La actividad de los flavonoides como
antioxidantes depende de las propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y de
la relacién estructural entre las diferentes partes de la estructura quimica. Esta
estructura basica permite una multitud de patrones de sustitucion y variaciones en el
anillo C (Trouillas et al., 2016).

OH

®

HO )

OR

OH

Figura 2. Estructura del catién flavilio.

El descubrimiento inicial de los flavonoides fue en 1930 por Szent-Gyorgyi una vez que
se aislé una nueva sustancia a partir de naranjas. En ese momento se creia que era
una nueva clase de vitaminas, clasificada como vitamina P, pero posteriormente otras
investigaciones confirmaron que la nueva sustancia era un flavonoide. A través de los
afos las investigaciones sobre este tema se han incrementado y hoy en dia se cuentan
mas de 8000 flavonoides aislados de fuentes naturales como cerveza, vino, té verde,
té negro, soja, frutas, semillas, flores y verduras (Ballester et al., 2010).

ILIl. Caracteristicas y estructura quimica de las antocianinas
Los primeros estudios acerca del origen del color en la naturaleza fueron abordados

por Richard Willstatter a inicios de la década de 1900, quien determind que los colores
mostrados en las flores dependian de la presencia de una combinacién de diferentes

antocianinas, en sus diferentes formas estructurales y concentraciones (Grajeda-
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Iglesias et al., 2016). Debido a que las antocianinas se han convertido en el principal
interés de algunas investigaciones (Silva et al., 2018), para evaluar su utilizacion como
colorante natural en sustitucion de colorantes sintéticos, en esta seccion se realizara
una breve revision sobre: (1) la estructura de las antocianinas, (2) propiedades de
estas biomoléculas y (3) usos que tienen en las diferentes areas de la industria.

Teniendo en cuenta su estructura quimica las antocianinas se conocen como
glucosidos de las antocianidinas, es decir, estan constituidas por una molécula de
antocianidina, que es la aglicona, a la que se le une un azucar por medio de un enlace
B-glucosidico. Las antocianidinas generalmente se encuentran como componentes
traza de las reacciones de degradacion. Las antocianidinas mas importantes de las
cuales se conoce hoy dia son la pelargonidina, delfinidina, cianidina, petunidina,
peonidina y malvidina (figura 3), nombres que derivan de la fuente vegetal de donde
se aislaron por primera vez, la combinacion de éstas con los diferentes azucares

genera aproximadamente 150 antocianinas (Aguilera-Otiz et al., 2011).

OH

HO N
O X OH
OH
OH

Delfinidina Cianidina

Pelargonidina

Peonidina Malvidina

Petunidina

Figura 3. Estructuras de las antocianinas mas comunes.
En los ultimos tiempos se han reportado varias investigaciones que mencionan las

diferentes propiedades que poseen las antocianinas entre las cuales se encuentran su
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accion farmacolodgica y terapéutica que incluyen la reduccién de la enfermedad
coronaria, efectos anticancerigenos, antitumorales, antiinflamatorios y antidiabéticos;
ademas del mejoramiento de la agudeza visual y del comportamiento cognitivo
(Aguilera-Otiz et al., 2011).

Debido sus propiedades colorantes, su gran biodisponibilidad y bajo costo, las
antocianinas han sido utilizadas en la industria alimentaria y farmacéutica (Aguilera-
Otiz et al., 2011). Extractos alimenticios ricos en antocianinas han sido incorporados
como un suplemento dietético antioxidante con recomendaciones para promover la
salud, apariencia mas joven y una piel mas radiante. Debido a su gran inestabilidad
las aplicaciones de las antocianinas en los sistemas alimenticios son preferentemente
usadas en alimentos de acidez intermedia para asegurar una predominancia del cation
flavilio. Con esta investigacidn se pretende lograr la estabilizacion de las antocianinas
en diferentes medios para asi incrementar las areas donde se puedan utilizar esta

biomoléculas teniendo en cuenta sus variadas propiedades.

IL1ll. Estabilidad de las antocianinas
Las antocianinas son moléculas con variadas aplicaciones en diferentes esferas de la

industria pero debido a su relativa inestabilidad, su utilizacion se ha visto limitada, estas
moléculas son facilmente susceptibles a la degradacion a través de factores fisicos y
quimicos como la luz, el pH, la temperatura, la presencia de sulfito, acido ascorbico,
la presencia de ciertas enzimas, entre otros (Cavalcanti et al., 2011). A continuacion
se analizara como se ve afectada la estabilidad de estas biomoléculas por el efecto de
la temperatura, pH y luz, factores que mas influyen en las modificaciones a su
estructura.

Las antocianinas presentan una mayor estabilidad a bajos valores de pH en medios
acidos que a altos valores de pH en medios basicos. Debido a la naturaleza del catién
flavilio que forma parte de la estructura de la molécula, esta puede sufrir cambios
estructurales bajo la influencia del pH, dando como resultado diferentes colores y

tonalidades a la solucidon en la cual se encuentren. En soluciones acidas existen 4
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especies en equilibrio, el cation flavilio, la base quinoidal, la chalconay la pseudo-base.
Al aumentar el pH debido a la perdida de protones H*, existe un predominio de la base
quinoidal y ademas se produce la hidratacion del cation flavilio dando como resultado
la formacion de la pseudo-base, la cual podra dar paso a la formacién de la chalcona
(figura 4). Todas estas estructuras existiran en diferentes cantidades segun el pH del
medio (Brouillard R, 1977).

B

+ H+ HO. o®
X
SO
/
-H* OR +H*
Base quinoidal Cation flavilio Pseudo-base
(A) (AH*) (B)

_H* H +H*

Chalcona

Base quinoidal Ho oH oH
(A) C| P C|

Chalcona

Figura 4. Transformaciones estructurales de las antocianinas en agua por
efecto del pH.
La influencia de la temperatura en la estabilidad de las antocianinas ha sido estudiada
por diferentes investigadores, los cuales han concluido que las altas temperaturas
tienen un efecto perjudicial en estas biomoléculas. Entre las investigaciones realizadas
podemos citar a Sinela et al., 2017, quienes evaluaron como cambiaba el color y la
concentracion de antocianinas en un extracto fendlico durante el almacenamiento a

diferentes temperaturas. Su estudio indicé que la concentracion de antocianinas
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disminuia al aumentar la temperatura, evidenciando la degradacién de los pigmentos.
Basado en estos resultados, en este trabajo se propone utilizar un método que logre
estabilizar las antocianinas para luego dar lugar a la obtencién de un pigmento que
podria ser utilizado en diferentes areas de la industria quimica.

La luz afecta a las antocianinas provocando un aumento en la velocidad de su
degradacion. Amr y Al-Tamimi, 2007 demostraron que la luz tiene un marcado efecto
negativo sobre la estabilidad de las antocianinas durante su almacenamiento. El
estudio concluyd que conservan mejor el color en condiciones oscuras que en
presencia de la luz y a temperatura ambiente. Maier et al., 2009 estudiaron el
comportamiento de la estabilidad de las antocianinas almacenadas bajo una luz de
neon y en la oscuridad durante 24 semanas, obteniéndose que durante el
almacenamiento el contenido de antocianos y acidos fendlicos disminuye
considerablemente bajo la luz.

Entre los fendmenos que favorecen la estabilidad de estas biomoléculas se encuentra
la copigmentacion, la cual se define en la literatura (Trouillas et al., 2016) como la
formacion (en presencia o ausencia de iones metalicos) de complejos no covalentes
que involucran una antocianina o un pigmento derivado de la antocianina. Mediante la
copigmentacion las antocianinas se protegen de reacciones de hidratacién por medio
de las interacciones intermoleculares. También existen reportes de investigaciones
que demuestran que la unidn de azucares le confiere mayor estabilidad a las

antocianinas en condiciones extremas de pH y temperatura (Cavalcanti et al., 2011).

ILIV. Caracteristicas de los minerales porosos utilizados en el Azul Maya
Desde hace algunos afos se han incrementado las investigaciones vinculadas a los

pigmentos elaborados por las antiguas civilizaciones mesoamericanas, debido a que
estos presentan excelentes propiedades de resistencia frente a agresores quimicos
(acidos, bases, disolventes) y a la biodegradacion. Estas investigaciones reportan que
las interacciones entre la arcilla y la molécula que forman estos pigmentos compuestos
son la base de la estabilidad del complejo (Polette-Niewold et al., 2007). Debido a esto
esta seccion se centrara en: (1) las caracteristicas de las arcillas, (2) utilizacion de las
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arcillas en la elaboracion de pigmentos compuestos y (3) los factores involucrados en
la estabilidad de los pigmentos hibridos formados.

Las arcillas son particulas minerales pequefias, de tamafio microscépico cuyas
dimensiones son menores o iguales a dos micras (0.002 mm). En su mayoria son
estructuras cristalinas reconocidas como filosilicatos, compuestos por Hidroxilo y
Oxigeno unidos a elementos como Silicio, Aluminio, Magnesio y otros cationes. Debido
a su extremadamente pequefo tamano de particula, su morfologia laminar y a la
presencia de cationes débilmente ligados en el espacio interlaminar se utilizan en
diferentes aéreas como la cosmeética, farmacéutica, remocion de contaminantes en
aguas, elaboracion de pigmentos entre otras (Uzunova & Mikosch, 2013). En la
siguiente seccion solo se hara referencia a las principales investigaciones vinculadas
a la utilizacién de las arcillas en la elaboracién de pigmentos debido a que es el
principal objetivo de este trabajo.

El Azul Maya es uno de los pigmentos mas antiguos elaborado a partir de un colorante
natural y una arcilla, el cual conserva su color brillante debido a su gran resistencia
frente a diferentes medios. En la actualidad se desarrollan numerosas investigaciones
vinculadas a la creacién de pigmentos que presenten gran estabilidad. En este sentido
Wang et al., 2019 estudiaron las propiedades de color de pigmentos hibridos
elaborados utilizando diferentes arcillas con el compuesto de amarillo de bismuto
concluyendo que las propiedades de color de los pigmentos hibridos preparados con
Atapulgita, Halloysita y Caolin fueron superiores a los preparados con la Sepiolita y la
Montmorillonita. Ademas, la incorporacion de la arcilla también mejor¢ la resistencia a
altas temperaturas del amarillo de bismuto, especialmente la Halloysita y el Caolin.
Existen diferentes estudios donde se exponen los factores involucrados en la
estabilidad de pigmentos hibridos. Polette-Niewold et al., 2007, desarrollé una
investigacion donde reviso los métodos sintéticos que se utilizan para la produccion
del Azul Maya con el objetivo de conocer las interacciones que se producen entre el
indigo y la arcilla a nivel atémico y macromolecular. Las pruebas de estabilidad

realizadas concluyeron que existe una fuerte interacciéon quimica entre el indigo y la
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Palygorskita, la penetracion dentro de los canales de la arcilla es minima y que la
mayor interaccién entre la molécula organica y la arcilla ocurre en la superficie.
Ademas, existen evidencias de enlaces entre cationes de aluminio y moléculas de
oxigeno y nitrogeno del compuesto Dehidroindigo. Este trabajo puede ser extendido a
otras moléculas que no se evaluaron en el estudio, lo cual sienta las bases para la
elaboracién de pigmentos compuestos organicos-inorganicos con propiedades nuevas
para su aplicacion en diferentes campos.

I.V. Teoria del Funcional de la Densidad
La Quimica Computacional es un area de la Quimica, que utiliza programas

computacionales para aplicar los métodos de quimica teodrica, proporcionando el
marco tedrico para hacer predicciones sobre observaciones experimentales y para
explicar fendmenos que involucran atomos, moléculas y materiales. La quimica
computacional utiliza la fisicoquimica, la fisica molecular y la fisica cuantica para
predecir todo tipo de propiedades moleculares de sistemas quimicos, entre las cuales
se encuentran la geometria molecular, energia de todo tipo de especies quimicas,
reactividad quimica y propiedades magnéticas y eléctricas. Los métodos utilizados en
quimica computacional se dividen en mecanica molecular, dinamica molecular y teoria
de estructura electronica. Los métodos de estructura electronica son los métodos mas
completos y que logran describir el sistema con mayor grado de detalle, por lo tanto,
son los que se utilizaran en la presente investigacion. Teniendo en cuenta lo anterior
esta seccion se concentrara en: (1) Generalidades de la Teoria del Funcional de la
Densidad (DFT) y (2) Utilizacion de DFT para la prediccion de propiedades de las
antocianinas.

El método DFT es un procedimiento varacional alternativo a la solucion de la ecuacién
de Schrodinger, donde el funcional de la energia electrénica es minimizado con
respecto a la densidad electrénica. Un funcional es una funcion que toma funciones
como su argumento, es decir es una funcién cuyo dominio es un conjunto de funciones
(Antony Selvam et al., 2020). El método se basa en los famosos teoremas de
Hohenberg y Kohn quienes demostraron que la energia de un sistema quimico en

11



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

estado basal, es solamente funcion de la densidad electrénica la cual puede obtenerse
a través del cuadrado de la funcion de onda e integrando sobre las coordenadas de
los electrones. Para obtener una mejor representacion de la molécula se realiza un
aumento del conjunto base que es una descripcion matematica de los orbitales de un
sistema quimico. Es muy importante la eleccion de la base de calculo, en el caso de
bases pequenas se obtienen resultados rapidos sin utilizar muchos recursos de
calculo, pero esto se refleja en unos resultados poco precisos, ya que muestran una
representacion muy pobre de la realidad. Los conjuntos bases mas grandes
constituyen una aproximacion mas exacta de los orbitales por imponer pocas
restricciones sobre la localizacion de los electrones en el espacio, hay que tener en
cuenta que el coste computacional aumenta (Boyd, 2019). DFT es uno de los métodos
mas utilizados debido a que alcanza una exactitud similar a otros métodos de calculo
en menos tiempo y con una menor inversion desde el punto de vista computacional.

En los ultimos afos se ha visto una creciente utilizacién de DFT para la prediccién de
propiedades de antocianinas que incluyen accion antioxidante, complejacién con
metales, reactividad, entre otras (Trouillas et al., 2015). La siguiente descripcion, se
centrara principalmente en las investigaciones realizadas sobre este tema en
particular, sin dejar de mencionar que se utiliza este método en la prediccion de
propiedades de disimiles estructuras moleculares. Para predecir las propiedades de
las antocianinas se necesita que el método de DFT que se seleccione sea lo
suficientemente preciso debido a que la comparacion con los datos de Difraccion de
Rayos X es bastante limitada ya que el empaquetamiento de cristales puede inducir
graves restricciones que no existen cuando la molécula se encuentra en solucién. Ge
et al., 2015 determinaron las propiedades Opticas en fase gaseosa de las seis
antocianinas mas comunes utilizando DFT. Sus simulaciones TD-DFT, a nivel PBE de
las propiedades 6pticas de diferentes antocianinas en la fase gaseosa, mostraron una
amplia gama de colores diferentes. En cambio, las antocianinas en soluciones muy
acidas mostraron una coloracion rojiza/rosacea bastante uniforme. En estos casos, la

adopcion de un hibrido funcional mejoré considerablemente la uniformidad del color
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predicho para diferentes moléculas. Esta investigacion evidencia que la eleccion

correcta del método DFT es esencial para la prediccion de las propiedades de la
molécula que se analice.
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lll. Problema
No se conoce el efecto que traeria sobre la estabilidad de las antocianinas la union

con la Sepiolita, sabiendo que estos son sustancias inestables.

IV. Hipétesis
La complejacion de las antocianinas obtenidas a partir de la flor de Jamaica con la

Sepiolita, al igual que los métodos utilizados tradicionalmente por las antiguas
civilizaciones, tendra influencia sobre la estabilidad del pigmento.

V. OBJETIVOS
General
Evaluar la estabilidad de antocianinas obtenidas a partir de la flor de Jamaica,

mediante la creacion de un compaosito cromoéforo natural (antociano) — Sepiolita.

Especificos
1. Obtener el cromoéforo natural (antocianina) a partir de la flor de Jamaica.
2. Elaborar el compdésito organico/inorganico (antocianina-Sepiolita).
3. Caracterizar el compuesto hibrido formado.
4. Predecir las propiedades del pigmento compuesto obtenido, utilizando pruebas
y modelaciones basadas en la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT).
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VI. MATERIALES Y METODOS

VLI. Materiales y equipos:
Las flores de Jamaica secas utilizadas en el experimento fueron adquiridas en un

mercado del estado de Chihuahua y luego se trituraron en una licuadora para lograr

un menor tamafo de particula.

Se utilizé acido clorhidrico (HCI) para las extracciones de los antocianos marca J.T.
Baker con una pureza de 37.5 %.

La Sepiolita utilizada para la formacion del pigmento compuesto se obtuvo de Aldrich
con una humedad menor de 10% y una concentracion de 13 % de Magnesio (Mg).

Se utilizaron los siguientes equipos durante la investigacion:

e Licuadora (marca INTEX modelo TRENTO 4V)

Espectrofotometro UV/Vis Lambda 25 (marca PerkinElmer)

e Colorimetro (marca Konica Minolta modelo CR-400)
e Difractometro de Rayos-X (marca Panalytical Empyrean)
e Microscopio de barrido electronico (marca FEI modelo SEM 200)

e Laptop (marca Hewlett-Packard (HP) modelo 15-f039wm)

VLII. Métodos

VLILIL. Calculos tedricos
Los calculos tedricos fueron realizados de acuerdo al diagrama que se muestra en la
figura 5.
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Optimizacion de las estructuras de las moléculas

Validacion de métodos
por datos de Difraccion
de Rayos X (Cianidina)®

Mecanica
Molecular

Semi-empiricos Ab-initio DFT

Calculos de
— frecuenciay
UV-Vis

Calculos de
propiedades

Figura 5. Proceso para la optimizacion de las estructuras de las moléculas.

VLILLI Optimizacidon de la geometria de las estructuras de las moléculas
Se dibujaron en el programa GaussView 5.0 las moléculas de Cianidina y Delfinidina

y se validaron sus estructuras utilizando el programa Gaussian 09 con los métodos de
calculo a un nivel de teoria de Mecanica Molecular (UFF, Dreiding), Semi-empirico
(AM1, PM3), Ab-initio (HF) y DFT (B3LYP, B3PW91, M06-2X). Para la validacién del
método DFT: B3LYP se emplearon 4 conjuntos de bases (STO-3G, 3-21G, 6-31G, 6-
311G). Para el funcional M06-2X se utilizo la “keyword” m062x como instruccion para
realizar el calculo, ademas todos los calculos se realizaron con carga +1 y multiplicidad
de spin singulete.

Las distancias y angulos de enlace obtenidos tedricamente utilizando cada uno de los
métodos de calculo, se compararon con los datos obtenidos por Difraccion de Rayos
X para la molécula de Bromuro de Cianidina (Ueno & Norio, 1977).

VLILLII Calculo de espectro infrarrojo (IR)
Se realizaron calculos de frecuencia para comprobar la ausencia de frecuencias

imaginarias luego de realizar la optimizacion de las moléculas y ademas obtener los

16



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

espectros IR de las moléculas para ver las frecuencias e intensidades. Este calculo se
realizo utilizando el método que mejor resultado brindé para la optimizacién de las

estructuras de las moléculas.

VLILLII. Calculo de espectro de absorcién (UV-Vis)
Los espectros UV-Vis tedricos de las moléculas se determinaron utilizando TD-DFT:

B3LYP/6-31G. Estos calculos permiten obtener valores de energias de excitacion,
fuerzas del oscilador y transiciones electrénicas favorables durante la excitacion de las
moléculas. Se calcularon 10 estados excitados para las transiciones electronicas mas

importantes.

VLILLIV. Calculo de reactividad quimica global
Las propiedades de reactividad quimica global fueron determinadas utilizando el

calculo de energia (single point) efectuado con HF/6-31G sobre geometrias
optimizadas con B3LYP/6-31G, asi como la aproximacién por orbitales basada en el
teorema de Koopmans, que establece que el potencial de ionizacién y la afinidad
electronica son aproximadamente iguales al negativo de las energias de los orbitales
HOMO (orbital molecular mas alto ocupado) y LUMO (orbital molecular mas bajo
desocupado) respectivamente.

A=—-E(LUMO) (1)
1 =—-E(HOMO) (2)
También se calcularon las propiedades de reactividad global utilizando el método de
calculo DFT:B3LYP/6-31G y la aproximacion por energias utilizando las energias
electronicas para las moléculas N, N+1 y N-1 y las siguientes ecuaciones:
I=E(N-1)-E(N) (3)
A=E(N)-E(N+1) (4)

Las propiedades determinadas fueron el potencial quimico (u) a partir de la formula:

==+ 4 (5)
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Donde:

I: Potencial de ionizacion

A: Afinidad Electrénica

La electronegatividad se obtuvo como el negativo del potencial quimico y la dureza
quimica (n) y la blandura (S) se determinaron a partir de las siguientes expresiones:

)
- 6
5 (6)
1
= (7)
(2xm)
VLILIL. Pruebas experimentales

Los experimentos se realizaron siguiendo el diagrama de flujo que se muestra a
continuacion (figura 6) basado en los métodos para la elaboracion del Azul Maya
desarrollados por Polette-Niewold et al., 2007:

Agua acidificada Desechos

N (1% HCl, viv) sélidos &
4 V=1L Sepiolita

l l l (Relacion=0.1)
Polvo de

flor de

Jamaica EXTRACCION ) , e
— T=100°C | sy | FILTRACION DR i

m=100g |  t=30min | COMPUESTO

|

FILTRACION |, Filtrado sélido del
| compuesto

Filtrado liquido del
compuesto

Figura 6. Diagrama de flujo para el proceso de formaciéon del pigmento

compuesto.

VLILILIL Obtencién del extracto con antocianinas
Las flores de Jamaica secas se trituraron en una licuadora (INTEX modelo TRENTO

4V) para lograr un menor tamano de particula y facilitar el proceso de extraccion.
Seguidamente se adicionaron 100 g de polvo de flor de Jamaica a un 1L de solucion
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de agua acidificada (1% HCI, v/v), se calenté a 100 °C durante 30 minutos y se filtr6 la
solucion obtenida.

VLILILIL. Cuantificacion de antocianos
El contenido de antocianinas se determiné mediante el método diferencial de pH

basado en las reacciones que sufren los pigmentos de antocianinas con un cambio de
pH (Modnica Giusti & Wrolstad, 2005). La concentracion de antocianinas se calculd en
base a la Cianidina 3-glucdsido utilizando la siguiente formula:

C- (A* M = FD *1000)
e*l

Donde:

C: Concentracion de antocianina

A: absorbancia

M: peso molecular

FD: factor de dilucion

€: Absortividad molar (se tomo la absortividad molar para la Cianidina 3-glucdsido de
26 900)

I: longitud del haz luminosos (1cm)

VLILILII. Formacién del pigmento compuesto
Para la obtencion del pigmento compuesto se mezclé el extracto fendlico y la arcilla

Sepiolita en una relacion de 0.1 g de antocianinas totales / g de Sepiolita (Polette-
Niewold et al., 2007). La mezcla se calentd6 a 100 °C durante 1h. Se separaron
muestras de pigmento compuesto, filtrado liquido del compuesto vy filtrado solido del
compuesto para realizar la caracterizacién del pigmento hibrido formado.

VLILILIV. Caracterizacidn del compuesto hibrido formado

VLILILIV.l. Microscopia de barrido electrénico
Se tomo una muestra de pigmento compuesto y se dejo secar al sol durante 30 dias

aproximadamente. La microscopia de barrido electrénico se realiz6 a muestras de
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polvo de Jamaica, Sepiolita y pigmento compuesto en estado sdélido y con pequeio
tamano de particula.

La microscopia de barrido electronico es una técnica mediante la cual se utiliza un haz
de electrones para formar una imagen ampliada del tamafio, forma, composicion,
cristalografia y otros elementos fisicos y propiedades quimicas de una muestra(Ural,
2021). Este instrumento permite la observacion y caracterizacion superficial de
materiales inorganicos y organicos. Las aplicaciones del microscopio electronico de
barrido son muy variadas, y van desde la industria petroquimica o la metalurgia hasta

la medicina forense.

VLILILIV.Il. Mediciones espectrofotométricas
Una muestra de filtrado liquido del compuesto se dej6o a temperatura ambiente, en un

frasco a la luz junto a otro frasco con extracto de Jamaica calentado por 1h (tiempo de
formacion del pigmento compuesto) para ser utilizado como control. Se realizaron
barridos espectrales de 300 a 700 nm y mediciones de absorbancia, a una longitud de
onda igual a 520 nm, semanalmente durante 2 meses para ver la estabilidad del
pigmento formado.

Se obtuvieron las curvas de degradacion a partir de la relacién de la concentracion de
antocianos con respecto al tiempo siguiendo la siguiente expresion:

C=Coxe™ (9)
Donde

C: Concentracion de antocianos en el tiempo

Co: Concentracion inicial de antocianos

k: Constante de velocidad

t: tiempo

Luego se transformaron logaritmicamente las concentraciones de antocianos y se
graficaron con respecto al tiempo, para por ultimo determinar las constantes de
velocidad a partir de la siguiente expresion:

InC=InCo—k*t (10)
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La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que posibilita determinar la
concentracion de un compuesto en solucion. La técnica se fundamenta en que las
moléculas absorben la radiacién electromagnética y la cantidad de luz absorbida
dependera linealmente de la concentracion de acuerdo a la ley de Lambert-Beer. Las
mediciones se realizan en un espectrofotometro, para esto se selecciona la longitud
de onda de la luz que pasa por una solucion y se mide la cantidad de luz absorbida
por la misma. Esta técnica tiene aplicaciones en diferentes campos como en el area
de medio ambiente, farmacéutica y para el analisis de compuestos organicos o
elementos individuales(Passos & Saraiva, 2019).

VLILILIV.IIl. Mediciones colorimétricas
Muestras de pigmento compuesto, filtrado liquido del compuesto, filtrado sdlido del

compuesto y extracto de Jamaica calentado se dejaron a la luz y se le hicieron
mediciones de color semanalmente durante 2 meses.

Las mediciones se realizaron por triplicado utilizando un colorimetro en escala
CIEL*a*b*. Se obtuvieron los valores L* (luminosidad de color), a* y b* (coordenadas
de cromaticidad). Los valores L corresponden a la luminosidad de las muestras, el
valor +a* significa que la muestra tiende al rojo; -a* al verde; +b* al amarillo y —b* al
azul. A partir de estos datos se calcul6 el angulo de tono (Hue) y el indice de saturacion

de color (Croma) utilizando las siguientes ecuaciones:

Croma = +/(a*)* + (b*)? (11)
Hue = arctan(ﬁJ (12)
a *

La colorimetria es una técnica que se utiliza para describir y cuantificar la percepcion
que tienen los humanos del color, dependiendo de los aspectos fisicos que estos
tengan. El instrumento que se utiliza es el colorimetro el cual mide la cantidad de color
de un medio dado (Milovanovic et al., 2021). Para ello existen varios tipos, que van
desde los que se emplean en los laboratorios, hasta los que son usados en la industria
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electronica. El colorimetro tiene aplicaciones en la industria de la pintura, alimentaria
y editorial, donde se utiliza este dispositivo para diferentes sustancias en los liquidos
y soluciones.

VLILILIV.IV. Difracciéon de Rayos X
Se tomaron muestras de pigmento compuesto, filtrado liquido del compuesto y filtrado

sélido del compuesto y se dejaron secar al sol durante 30 dias aproximadamente. El
analisis de difraccion de polvos se realizo a todas las muestras anteriores y ademas a
muestras de polvo de flor de Jamaica y Sepiolita, en estado sdlido y con pequefio
tamano de particula.

La técnica de difraccidén de rayos X se utiliza para la caracterizacién de materiales con
una estructura cristalografica definida. Los rayos X son irradiados a la muestra a
analizary se difractan con angulos que dependen de las distancias interatdmicas, para
luego dar lugar a patrones de difraccion que reflejan sus caracteristicas estructurales
(Khan et al., 2020).

El estudio de los difractogramas se realiza siguiendo la Ley de Bragg. Ver figura 7

nA =2dsen6
Donde(13)

n es un numero entero,

A es la longitud de onda de los rayos X,

d es la distancia entre los planos de la red cristalina y,

0 es el angulo entre los rayos incidentes y los planos de dispersion.
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Ondaplana
incidente

Figura 7. Difracciéon de Rayos X. Ley de Bragg
Esta ley nos muestra que el angulo entre los rayos incidentes y los planos de dispersion
(6) es inversamente proporcional a la distancia entre planos de la red cristalina (d), por

lo tanto, si disminuyen los angulos aumentan las distancias entre planos y viceversa.

VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

VILI. Calculos tedricos
VILLI. Optimizacion de la geometria de las moléculas
Las estructuras de las dos moléculas, Cianidina y Delfinidina, se dibujaron en el

programa Gaussian para luego ser optimizadas. La figura 8 muestra las estructuras.
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Figura 8. Estructuras sin optimizar dibujadas en GaussView 09, Cianidina (a)
y Delfinidina (b)
Las moléculas de Cianidina y Delfinidina se optimizaron en fase gas utilizando los
métodos de calculo UFF, Dreiding, AM1, PM3, HF y DFT (B3LYP, B3APW91, M06-2X).
De todos estos métodos la mejor optimizacion se obtuvo con el método DFT: B3LYP
y por lo tanto se validaron 4 conjuntos de bases (STO-3G, 3-21G, 6-31G, 6-311G)
siendo el 6-31G el que mejor resultados obtuvo para las dos moléculas una vez que

fueron comparados con los datos de difraccion de rayos X reportados (Ueno & Norio,
1977). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Marquez-Rodriguez y
colaboradores en 2018 los cuales validaron diferentes métodos de DFT para optimizar
la estructura de la molécula de Delfinidina-3-O-sambubidsido proveniente de la flor de
Jamaica. A continuacion, se muestran los resultados de la validacion para la molécula

de Cianidina y Delfinidina.

Tabla 1. Validacion de los métodos de calculo para la molécula de Cianidina
y Delfinidina utilizando las distancias y angulos de enlace.

R2
Método Cianidina Delfinidina
Mecanica UFF 0.361 0.115
Molecular Dreiding 0.452 0.433
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R2

Método Cianidina Delfinidina
Semi-empiricos AM1 0.836 0.837
PM3 0.849 0.826
Ab-initio HF 0.888 0.887
DFT B3LYP 0.917 0.916
(6-31G) B3PW91 0.914 0.886
MO06-2X 0.869 0.834

La tabla anterior muestra que para las dos moléculas Cianidina y Delfinidina el método
con mejores resultados fue el DFT: B3LYP/6-31G con un valor de R? de 0.917 y 0.916
respectivamente. Este método fue el que mejor correlacion mostré de todos los
utilizados anteriormente. Las diferencias entre los valores experimentales y tedricos se
deben a que las condiciones en las que se determinaron las distancias y angulos de
enlace experimentalmente fueron en estado sdélido, mientras que los calculos se
llevaron a cabo con la molécula aislada en estado gaseoso. En las condiciones
experimentales se cristaliza la molécula, por lo tanto, los atomos se unen y se
acomodan de forma diferente, lo cual explica la diferencia entre los valores de distancia
y angulos de enlace obtenidos de forma experimental y tedrica.

Ademas de estos métodos se validaron diferentes conjuntos de base con el funcional
DFT: B3LYP que fue el que mejores resultados report6 (tabla 2).

Tabla 2. Validacién de diferentes conjuntos bases para el método DFT: B3LYP
para la Cianidina y Delfinidina

R2
Conjunto base Cianidina Delfinidina
STO-3G 0.830 0.790
3-21G 0.848 0.847
6-31G 0.917 0.917
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Conjunto base Cianidina Delfinidina
6-311G 0.901 0.909

En la tabla anterior se observa que al validar con diferentes conjuntos bases se
mantiene que el mejor método es el DFT:B3LYP/6-31G por lo tanto variar el conjunto
base no reportdé mejores valores de correlacion entre datos experimentales y teoricos.

En la figura 9 se observan las estructuras optimizadas de las dos moléculas:

(a) (b)

Figura 9. Estructuras optimizadas para la molécula de Cianidina (a) y
Delfinidina (b) con DFT: B3LYP/6-31G.

VILLII. Calculo de espectro infrarrojo (IR)
Los calculos de frecuencia para las dos moléculas fueron realizados con el método

DFT:B3LYP/6-31G. El calculo de frecuencias comprobd que las geometrias
optimizadas correspondian a minimos globales en la superficie de energia potencial.
El espectro tedrico obtenido para la Cianidina fue comparado con el espectro
experimental (Dimitri et al., 2005).Ver figura 10.

26



(b)

2500

2000 -

1500 -
Intensidad

relativa
1000

500

T T ' T T T T T
0 1000 2000 3000 4000

Frecuencia (cm™)

Figura 10. Espectros IR (a) experimental (Dimitri et al., 2005) y (b) tedrico
(DFT:B3LYP/6-31G) para la molécula de Cianidina.

Las bandas que aparecen entre los 200 y los 1800cm™ en el espectro tedrico guardan
buena similitud con el espectro experimental. Las diferencias que puedan existir entre
las frecuencias de los dos espectros son atribuidas a que en el estudio tedrico las
moléculas fueron analizadas como moléculas aisladas y en estado gaseoso, mientras
que en el experimental se encuentran en fase sdélida. En la tabla 3 se muestran las

frecuencias tedricas y experimentales mas intensas para la molécula de Cianidina.
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Tabla 3. Frecuencias tedricas y experimentales mas intensas para la molécula

de Cianidina

Frecuencias Frecuencias Tipo de vibracion a la que
Teoricas Experimentales corresponde
3685 3565 Estiramiento O4'-H4’
1410 1418 Estiramiento <.je los enlellc.es C=Cde
los anillos aromaticos
1169 1161 Tension C sp? del anillo aromatico -O
467 489 Vibraciones de flexiéon (aleteo) fuera
del plano C-C

Al comparar las frecuencias experimentales y las tedricas se observo que estas

presentaron buena correlacion, lo cual indicé que el método seleccionado para

modelar el sistema fue el adecuado.

—— Cianidina (1)
—— Delfinidina (2)
2500 -
2000 -
Intensidad 1500 -
relativa
1000 - }
500 — h ‘ ’ }
I
il ‘J |
H I W il
o L MLl YL ]

1 T \
1000 2000 3000 4000

Frecuencia (cm™)

Figura 11. Espectros infrarrojo moléculas de Cianidina y Delfinidina
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En la figura 11 se muestran los espectros para la molécula de Cianidina y Delfinidina
en la cual se observé que los dos son muy similares debido a que las dos moléculas
solo se diferencian en la posicion del grupo -OH en el C5'. Estos resultados
demuestran que el método DFT:B3LYP/6-31G es bueno para describir las propiedades
vibracionales de la Cianidina y la Delfinidina.

VILLIIL. Calculo de espectro de absorciéon (UV-Vis)
Los calculos de espectro de absorcion fueron realizados utilizando el método TD-

DFT:B3LYP/6-31G para las dos moléculas. Se obtuvieron las energias electrénicas de
transicion vertical, la fuerza del oscilador y las contribuciones de los orbitales
moleculares participantes en las transiciones electronicas. Los calculos fueron

realizados en fase gas (tabla 4).

Tabla 4. Principales contribuciones de las transiciones electrénicas y fuerzas
del oscilador en la obtencion de los valores de A (nm) para las antocianinas.

Molécula Estados Energia A Fuerza Transiciones
excitados (eV) (nm) del
oscilador
Cianidina 1 2.3840 520.08 0.2068 H-2»L0 (0.16776)
HO L0 (0.63019)
2 2.7214 455.59 0.2667 H-2 » L0 (0.19108)

H-1» L0 (0.63390)
HO MLO (0.23285)

3 3.1146 | 398.07 0.2999 | H-2 ™ L0 (0.65121)

Delfinidina 1 2.3324 | 531.57 0.0272 | H-1»L0 (0.64934)
HO » LO (0.27298)

2 25738 | 481.12 0.6196 | H-2 » LO (0.18839)

HO L0 (0.62329)

3 2.8980 | 427.82 0.0493 | H-2 » L0 (0.65551)

Como se puede observar en la tabla 4 los valores de Amax estan aproximadamente

cerca del valor experimental de Amax obtenidos para la Cianidina y Delfinidina de 515

nmy 522 nm respectivamente (Borkowski et al., 2005).
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En la figura 12 se pueden observar los espectros UV-Vis para las dos moléculas, los

cuales son muy similares debido a que las moléculas tienen estructuras parecidas.

Delfinidina (1)

30000 — Cianidina (2)
25000 H
20000 H
Intensidad
relativa 15000 4
10000
5000
T T T T T T T T
0 200 400 600 800

Longitud de onda (nm)

Figura 12. Espectros UV-Vis para la molécula de Cianidina y Delfinidina

VILLIV. Calculo de reactividad quimica global
Se calcularon las propiedades quimicas de las moléculas para conocer aspectos sobre

la reactividad quimica global. En las tablas 5 y 6 se pueden observar los valores de
potencial idnico, afinidad electronica, potencial quimico, electronegatividad, dureza y
blandura.

Tabla 5. Propiedades quimicas de las moléculas de Cianidina y Delfinidina

utilizando aproximacioén por orbitales.

Molécula E(H) E(L) | A M X n S
Cianidina -11.42 -3.59 11.42 3.59 -7.51 7.51 3.91 0.12
Delfinidina -11.43 -3.70 11.43 3.70 -7.56 7.56 3.86 0.12
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Tabla 6. Propiedades quimicas de las moléculas de Cianidina y Delfinidina

utilizando aproximacién por energia.

Molécula | Eo Ec Ea I A M X n S

Cianidina -28000.98 | -27990.39 | -28006.01 10.59 5.02 -7.80 7.80 278 0.17

Delfinidina -30047.05 | -30036.52 | -30052.10 | 10.52 5.05 -7.78 7.78 273 0.18

Las propiedades calculadas por los dos métodos son muy similares, demostrandose
que los dos métodos pueden utilizarse para las dos moléculas. Los valores de dureza
para las dos moléculas analizadas evidencian que la Cianidina es mas estable que la
Delfinidina, debido a que presenta una mayor dureza y menor blandura.

Figura 13. Orbitales Moleculares HOMO (a) y LUMO (b) para la Cianidina

Figura 14. Orbitales Moleculares HOMO (a) y LUMO (b) para la Delfinidina
En la figura 13 y 14 se muestran los orbitales HOMO y LUMO en las moléculas de
Cianidina y Delfinidina respectivamente obtenidas a un nivel de calculo DFT: B3LYP/6-
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31G. Los orbitales LUMO de las dos moléculas son iguales, las diferencias solo radican
en los orbitales HOMO especificamente en el area del anillo B debido a que en la
molécula de Delfinidina existe un grupo -OH de mas en la posicién C5".

Los calculos no se realizaron con las estructuras de Cianidina 3-O-sambubidsido y
Delfinidina 3-O-sambubidsido debido a la imposibilidad de trabajar con el cluster de la
Universidad Auténoma de Chihuahua. Por esta misma razén los calculos se

postergaron hasta que dicho equipo esté disponible.

VILII. Resultados experimentales
VILILIL. Obtencion del extracto con antocianinas
Como resultado de la extraccidn se obtuvo un liquido concentrado con un color rojo

intenso. Se realizaron mediciones de absorbancia a 520 nm y barridos espectrales de
300 nm a 700 nm para observar los compuestos fendlicos presentes en el extracto.
Ver figura 15

100 1
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Absorbancia

Longitud de onda (nm)

Figura 15. Barrido espectral UV-Vis de los antocianos presentes en el
Hibiscus sabdariffa L
Los valores de absorbancia presentes en el espectro fueron ajustados al factor de

dilucion utilizado.
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En el grafico se puede observar la presencia de los dos principales antocianos
presentes en la flor de Jamaica, la Delfinidina 3-O-sambubidsido y la Cianidina 3-O-
sambubiodsido, los cuales absorben a una longitud de onda de 520 nm

aproximadamente.

VILILII. Contenido de antocianinas
El contenido de antocianinas se determind mediante el método diferencial de pH. La

concentracion de antocianinas totales es de 0.70 mg/mL (equivalentes de Cianidina 3-
glucosido) de extracto fendlico. La concentracion de antocianinas obtenida se
aproxima a los valores reportados por Sinela et al. 2017 de 0.78-0.46 mg/mL en calices
de Hibiscus sabdariffa pertenecientes a la variedad Vimto, cultivada en el pueblo de

Thiaré, Senegal.

VILILII. Formacién del pigmento compuesto
Aplicando la metodologia descrita en el epigrafe VL.II.II para la formacion del pigmento

compuesto se obtuvo un compuesto hibrido formado por la arcilla Sepiolita y los
compuestos presentes en la flor de Jamaica. El nuevo compuesto hibrido present6 un

color mas claro que el extracto fendlico previamente obtenido (figura 16).
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Extracto fendlico Pigmento
compuesto

Figura 16. Comparacion entre el color de extracto fendlico y el pigmento
compuesto formado
Este cambio de color se debe a la presencia de la arcilla Sepiolita en el pigmento
compuesto y no siendo asi en el extracto fendlico, por lo que se observa en la muestra

de pigmento compuesto un rojo menos intenso que en la muestra de extracto fendlico.

VILILIV. Caracterizacién del compuesto hibrido formado

VILILIV.l. Microscopia de barrido electrénico

Para conocer el tamafo de particula de las muestras de Sepiolita, Flor de Jamaica y
pigmento compuesto se realizoé la microscopia de barrido electronico. Las muestras
fueron analizadas en estado solido y las imagenes obtenidas se muestran en la figura
17.
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CIMAV X500

Figura 17. Microscopia de barrido electronico de las muestras de Sepiolita (a),
Flor de Jamaica (b) y Pigmento compuesto (c).
Para el procesamiento de las imagenes se utilizé el programa ImagedJ a partir del cual
se realizo el conteo de particulas para todas las muestras. Los datos de diametro de
particula fueron procesados estadisticamente en OriginPro para luego obtener el

tamano de particula promedio de cada muestra analizada.

En la figura 18 se muestra la distribucion de tamafos de particulas para la Sepiolita,

muestra analizada.
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Figura 18. Distribucion de los diferentes tamanos de particula para la muestra
de Sepiolita.
Al analizar la figura se observa que la mayoria de las particulas de la muestra
presentan un tamafo inferior a 2 ym, valor que corresponde al tamafo de particulas
de las arcillas en general. La muestra de Sepiolita tiene un tamafio de particula
promedio de 0.18 um.

En la figura 19 se muestra la distribucién de tamafios de particulas para la muestra de
Flor de Jamaica.
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Figura 19. Distribucion de los diferentes tamanos de particula para la muestra
de Flor de Jamaica.
Al analizar la figura se observa que la mayoria de las particulas de la muestra

presentan un tamafo inferior a 2.5 ym. La muestra de Flor de Jamaica tiene un tamano
de particula promedio de 0.01um.

En la figura 20 se muestra la distribucién de tamafios de particulas para la muestra de
pigmento compuesto.
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Figura 20. Distribucion de los diferentes tamanos de particula para la muestra
de pigmento compuesto.
Al analizar la figura se observa que la mayoria de las particulas de la muestra
presentan un tamafo entre 6-9 ym. La muestra de pigmento compuesto tiene un

tamano de particula promedio de 8.34um.

Comparando las tres muestras de Sepiolita, Flor de Jamaica y pigmento compuesto
vemos que la muestra de Flor de Jamaica tiene un tamafno de particula inferior a la
muestra de Sepiolita. La muestra de pigmento compuesto tiene un tamafio de particula
mayor al de la Sepiolita y la Flor de Jamaica, esto puede explicarse debido a que
durante la formacion del pigmento compuesto las particulas de Flor de Jamaica se
unen a las particulas de Sepiolita y entonces se obtiene una particula con un tamano

mayor.

VILILIV.Il. Mediciones espectrofotométricas
Se realizaron mediciones de absorbancia a la muestra de Filtrado liquido del

compuesto y a una muestra de Extracto de Jamaica calentado, con el objetivo de
evaluar la estabilidad del pigmento compuesto elaborado, teniendo en cuenta las
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velocidades de degradacion de los antocianos en las muestras. Las mediciones fueron
realizadas semanalmente, durante dos meses. En la figura 21 se muestra el

comportamiento de la concentracién de antocianos con respecto al tiempo.

Extracto de Jamaica Calentado Filtrado Liquido del Compuesto
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Figura 21. Cinéticas de degradacion de los antocianos presentes en el
Extracto de Jamaica calentado y en el Filtrado liquido del compuesto.

Al analizar los graficos se puede observar que la concentracion de antocianos para las
dos muestras decrece al transcurrir el tiempo, indicando la degradacion de los
pigmentos. A los 63 dias se habia perdido el 72 % de los antocianos presentes en el
Extracto de Jamaica calentado, mientras que para el Filtrado Liquido del compuesto
se perdio el 60 %.

La determinacion de las constantes de velocidad de los antocianos presentes en las

muestras se realizo a partir de los siguientes graficos.
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Extracto de Jamaica Calentado Filtrado Liquido del Compuesto
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Figura 22. Transformacion logaritmica de las concentraciéon de los antocianos

para las muestras de Extracto de Jamaica calentado y Filtrado Liquido del

compuesto.
Las graficas muestran un comportamiento lineal entre el logaritmo de la concentracion
y el tiempo. Se calculo la constante de velocidad a partir de la pendiente de la recta
obtenida, siendo de 1.85*107" s'y 1.62*10"" s”' para el Extracto de Jamaica calentado
y el Filtrado Liquido del compuesto respectivamente. Por lo tanto, la degradacién de
los antocianos presentes en el Extracto de Jamaica calentado es mas rapida que la
degradacion de los antocianos presentes en el Filtrado liquido del compuesto, debido
a que la constante de velocidad en el Extracto de Jamaica calentado es mayor que la
constante de velocidad en el Filtrado liquido del compuesto. Esto se explica debido a
que la Sepiolita presente en el Filtrado liquido del compuesto estabiliza los antocianos
y retrasa su degradacion con respecto al Extracto de Jamaica calentado.
Adicionalmente se realizaron barridos espectrales de 300 a 700 nm para observar la
formacion de nuevos compuestos debido a la degradacion de los antocianos presentes
en las muestras, los resultados se pueden observar en las figuras 23 y 24.
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Figura 23. Barridos espectrales para el Extracto de Jamaica calentado.

Filtrado Liquido del Compuesto
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Figura 24. Barridos espectrales para el Filtrado liquido del compuesto.

Los valores de absorbancia presentes en el espectro fueron ajustados al factor de

dilucion utilizado.
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En el barrido espectral se tiene la presencia de diferentes compuestos en el Extracto
de Jamaica calentado y en el Filtrado liquido del compuesto, los cuales absorben a
distintas longitudes de onda. Al analizar los barridos se observa que en las dos
muestras estan presentes los antocianos de la flor de Jamaica los cuales absorben a
520 nm aproximadamente, estos se van degradando al pasar el tiempo y se observa
que la absorbancia va disminuyendo. También aparecen acidos fendlicos en las dos
muestras, estos absorben entre longitudes de onda de 280 a 320 nm.

En la tabla 7 se observa el comportamiento de la longitud de onda del maximo de
absorcion para las muestras de Extracto de Jamaica calentado y el Filtrado liquido del
compuesto durante el paso de los dias.

Tabla 7. Comportamiento de la longitud de onda del maximo de absorciéon

para las muestras de Extracto de Jamaica calentado y el Filtrado liquido del

compuesto.
Extracto de Jamaica Calentado Filtrado Liquido del Compuesto
Tiempo(dias) | Amax (nm) | Absorbancia Tiempo (dias) | Amax (nm) Absorbancia
0 519 41.34 0 518 30.98
7 517 47.90 7 518 32.88
14 515 42.81 14 518 30.03
21 516 41.31 21 518 24.02
28 515 34.79 28 518 21.68
35 515 31.21 35 518 19.03
42 513 28.10 42 518 17.78
49 513 27.71 49 518 16.74
56 513 27.39 56 517 16.45
63 513 26.02 63 517 14.84

Los valores de absorbancia presentes en las tablas fueron ajustados al factor de
dilucion utilizado.

Al analizar los valores anteriores podemos ver como para el Extracto de Jamaica
calentado existe un desplazamiento de la longitud de onda del maximo de absorcion
hacia longitudes de onda mas cortas, al degradarse el extracto con el paso de los dias,
esto se conoce como efecto hipsocromico. A diferencia del Extracto de Jamaica
calentado, en el Filtrado liquido del compuesto no se observan efectos de
desplazamiento de longitud de onda del maximo de absorcion, lo cual es un indicio de
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que el color de la muestra se mantiene estable debido a que los antocianos presentes
en la muestra no se estan degradando.

VILILIV.IIl. Mediciones colorimétricas
Las mediciones de color se les realizaron a muestras de Pigmento compuesto, Filtrado

liquido del compuesto, Filtrado sélido del compuesto y Extracto de Jamaica calentado.
Los resultados para los parametros de Luminosidad, a, b, Cromaticidad y Angulo de
tono se muestran en las figuras 25, 26, 27, 28 y 29:

Extracto de Jamaica Calentado Filtrado Liquido del Compuesto
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16 16
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y=-0,002x + 19,79
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Figura 25. Variacién de la luminosidad con el tiempo para el Extracto de
Jamaica calentado, Filtrado liquido del compuesto y Pigmento compuesto.

Para el parametro de Luminosidad, se observo un ligero aumento en los primeros 10
dias para las muestras de Extracto de Jamaica calentado y Filtrado liquido del
compuesto, no siendo asi para la muestra de Pigmento compuesto, la cual disminuy6

(figura 25). Con el paso de los dias las muestras no tuvieron una variacion apreciable
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y se mantuvo practicamente constante el parametro de Luminosidad. Un aumento en
el valor de este parametro indicaria que las muestras se hacen mas claras, lo que es
una indicacion de degradacion de los antocianos. Sin embargo, una disminucion en el

valor de este parametro indicaria que las muestras se hacen mas oscuras.
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Figura 26. Variacion del parametro a con el tiempo para el Extracto de Jamaica
calentado, Filtrado liquido del compuesto y Pigmento compuesto.

Los valores del parametro “a” aumentaron para las muestras de Extracto de Jamaica
calentado y Filtrado liquido del compuesto (figura 26). El mayor aumento se observé
para la muestra de Filtrado liquido del compuesto, indicando un desplazamiento del
color hacia rojos mas intensos. Sin embargo, los valores de “a” disminuyeron para la
muestra de Pigmento compuesto; por lo tanto, hubo una pérdida de la intensidad del
color rojo en este ultimo. Esto implica un desplazamiento hacia el color verde en el

pigmento compuesto, indicando procesos de degradacion de los antocianos.
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Extracto de Jamaica Calentado
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Figura 27. Variacion del parametro b con

Jamaica calentado, Filtrado liquido del compuesto y Pigmento compuesto.

El parametro “b” tuvo un aumento para las tres muestras analizadas (figura 27). La
muestra de Filtrado liquido del compuesto experimenté un mayor aumento con

respecto a las otras muestras. Esto significa que hubo una pérdida de intensidad del

el tiempo para el Extracto de

color rojo, es decir un desplazamiento hacia el color amarillo.
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Figura 28. Variacién de la Cromaticidad con el tiempo para el Extracto de

Jamaica calentado, Filtrado liquido del compuesto y Pigmento compuesto.

Los valores de cromaticidad aumentaron para las muestras de Extracto de Jamaica
calentado y Filtrado liquido del compuesto, siendo esta ultima la que mayores valores
de cromaticidad reportd. Para la muestra de Pigmento compuesto los valores de
cromaticidad disminuyeron, significando esto una pérdida del color por la degradacion
de los pigmentos (figura 28).
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Extracto de Jamaica Calentado - Filtrado Liquido del Compuesto
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Figura 29. Variacion del Angulo de tono con el tiempo para el Extracto de
Jamaica calentado, Filtrado liquido del compuesto y Pigmento compuesto.
Los valores de angulo de tono disminuyeron para las muestras de Extracto de Jamaica
calentado y Filtrado liquido del compuesto, siendo esta ultima la que menores valores
de angulo de tono reporto, lo cual indica que la muestra tiende a rojos menos intensos
(figura 29). Para la muestra de Pigmento compuesto los valores de angulo de tono

aumentaron, significando esto una desviacion hacia rojos mas intensos.

VILILIV.IV. Difracciéon de Rayos X
El pigmento compuesto obtenido anteriormente se filtré y se separaron muestras de

filtrado liquido del compuesto y filtrado solido del compuesto, las cuales se dejaron
secando al sol y luego se molieron para obtener un polvo fino.

La Difraccion por Rayos X se le realiz6 a muestras de pigmento compuesto, filtrado
liquido del compuesto, filtrado s6lido del compuesto, Sepiolita y Flor de Jamaica (figura

30). Todas estas en forma de polvo fino.
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(b} (c) (d) (€)

Figura 30. Muestras para Difraccion de Rayos X. (a) Flor de Jamaica, (b)
Sepiolita, (c) Pigmento Compuesto, (d) Filtrado liquido del compuesto, (e)
Filtrado sélido del compuesto.

Los resultados de la Difraccion por Rayos X se muestran en la figura 31
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Figura 31. Difractogramas de Rayos X. (a) Flor de Jamaica, (b) Sepiolita, (c)
Pigmento compuesto, (d) Filtrado liquido del compuesto, (e) Filtrado sélido

del compuesto.

El estudio de los difractogramas nos dara informacion sobre qué tipo de interaccion
existe entre las moléculas de antocianos presentes en el extracto de Jamaica y la

arcilla Sepiolita, durante la formacion del pigmento, para esto se compararon los
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angulos de los principales picos de las muestras de Pigmento compuesto, Filtrado
liquido del compuesto y Filtrado solido del compuesto con las muestras de Flor de
Jamaica y Sepiolita, siguiendo la Ley de Bragg.

La comparacion de los difractogramas del Pigmento compuesto, la Flor de Jamaica y
la Sepiolita se muestran en la figura 32.
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Figura 32. Difractogramas de Rayos X polvo. Flor de Jamaica (rojo), Sepiolita
(negro), Pigmento compuesto (rosa).
Al analizar los tres difractogramas podemos observar que existen picos similares entre
las muestras, algunos coinciden exactamente en las tres muestras, pero otros se
encuentran corridos a la izquierda o derecha. Para un mayor analisis se determinaron
los angulos de los principales picos de las muestras para compararlos y observar con
mayor precision las variaciones en la posicion de los picos. Los resultados se muestran

en la tabla 8

Tabla 8. Comparacion entre los angulos de los principales picos de las
muestras de Sepiolita, Flor de Jamaica y Pigmento compuesto.

Angulo Intensidad Angulo Intensidad Angulo Intensidad
7.28933 49027.7 7.01957 8616.4 7.26270 4630.5
11.76375 7211.5 11.85874 1517.7
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14.91802 7745.6 14.27509 1268.7

16.28378 6899.0 16.04089 997.1
17.67071 3621.1 17.62082 1019.8
19.66425 6841.2 19.66543 1336.6
20.57279 9606.7 20.84181 7708.2 20.68773 1585.6
23.71083 6472.0 23.56877 1336.6
26.64784 7219.7 26.58426 9225.7 26.72862 1427.2
27.95927 6298.6 27.84387 1087.7
30.10951 4610.3 30.07435 793.4
34.96748 7781.6 34.86150 4000.3 34.90707 1223.5
36.74722 4208.3 36.67286 816.1
38.20437 3994.9 38.34572 657.7

39.83902 4337.5 39.42879 3564.3 39.83271 748.2
43.82833 2852.7 43.60570 3020.6 43.73606 567.1
58.32714 431.4

59.68782 2532.3 59.563532 408.7
61.02230 499.2

negrita(interacciones nuevas), cursiva (corrimientos hacia la izquierda), subrayado (corrimientos hacia la derecha)

En la tabla 8 se observan variaciones en los valores de los angulos de las muestras.
Los numeros en cursiva, que representan picos en el pigmento compuesto que se
corrieron hacia la izquierda con respecto a los picos en la Sepiolita, son mayores que
los numeros subrayados, que representan los picos que se corrieron hacia la derecha,
por lo tanto, se puede decir que hay un predominio de la disminucién del valor de los

angulos y aumento de las distancias entre planos, siendo esto un indicio de interaccion

entre la molécula y la arcilla (figura 33).
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Figura 33. Variaciones en la posicion de los picos para las muestras de
Pigmento compuesto, Sepiolita y Flor de Jamaica.
Por otro lado, los valores que se encuentran en negrita representan nuevos picos, que
posiblemente son producto de nuevas interacciones que se estan dando entre la
molécula y la arcilla.
La comparacion de los difractogramas del filtrado liquido del compuesto, la flor de
Jamaica y la Sepiolita se muestran en la figura 34.
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Figura 34. Difractogramas de Rayos X polvo. Flor de Jamaica (rojo), Sepiolita
(negro), Filtrado liquido del compuesto (marrén).
Al analizar los difractogramas se observa que la muestra de Flor de Jamaica y el
Filtrado liquido del compuesto presentan picos similares ubicados en posiciones muy
cercanas. Para un mayor analisis se determinaron los angulos de los principales picos
de las muestras para compararlos y observar con mayor precision las variaciones en

la posicion de los picos. Los resultados se muestran en la tabla 9:

Tabla 9. Comparaciéon entre los angulos de los principales picos de las

muestras de Sepiolita, Flor de Jamaica y Filtrado liquido del compuesto.

Angulo Intensidad Angulo Intensidad Angulo Intensidad
7.28933 49027.7 7.01957 8616.4 7.41909 77841
17.67071 3621.1 17.50426 3551.9

18.93492 4833.1

20.57279 9606.7 20.84181 7708.2 20.66601 3618.9
23.01760 4270.2

23.71083 6472.0 23.44586 4814.2
26.64784 7219.7 26.58426 9225.7 26.88302 8162.2
27.95927 6298.6 27.54893 2956.7
29.28361 3240.5 29.77465 3070.9
30.10951 4610.3 30.15027 5063.3

30.45010 3390.0

31.19258 2967.1

32.22722 27321
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32.66656 3950.5 32.77925 2722.7

33.73882 3999.5 33.30709 2909.5

36.74722 4208.3 36.76482 2583.0
37.79052 2637.7

38.20437 3994.9 38.40595 3730.3

40.26397 2318.2

40.56393 2510.4

41.06279 2299.4

43.82833 2852.7 43.28458 3020.3 43.17309 2228.4
44.95868 2082.1

45.83718 2788.6 45.60018 2391.9

47.02300 1858.1

47.88486 1903.2

50.13716 1533.5

55.42274 1422.5

negrita (interacciones nuevas), cursiva (corrimientos hacia la izquierda), subrayado (corrimientos hacia la derecha)

En la tabla 9 se observan variaciones en los valores de los angulos de las muestras.
Los numeros en negrita, que representan picos nuevos en el filtrado liquido, son
mayores que los numeros subrayados, que representan los picos que se corrieron
hacia la derecha y los numeros en cursiva, que representan los picos que se corrieron
hacia la izquierda, por lo tanto se puede decir que hay un predominio de la formacion
de nuevas interacciones entre la molécula y la arcilla, en la muestra de filtrado liquido

del compuesto (figura 35).

12000 -rr++¢tr+ .~ . trrrt+rrro. . frrr . rr.r.~¢roo..r ¢

—_ 1. Sepiolita
— 2. Flor de Janaica.
— 3. Filtrado liguido

10000

8000

6000

Intensidad

4000

2000

15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 43

55



10000 T T T T T T T

2000

—_ 1. Sepiolita
— 2. Flor de Jamaica
—— 3. Filtrado liguidol]

8000

7000

6000

5000

Intensidad

4000

3000

2000

1000

—
=
[e—y
-]
[y
=]
[3*]
[3%]
2
-
[aed
=
b2
=]
(7]
(=]
(]
[38]

209

(b)

Figura 35. Variaciones en la posicion de los picos para las muestras de
Filtrado liquido del compuesto, Sepiolita y Flor de Jamaica, (a) picos nuevos,

(b) picos desplazados hacia la izquierda.

La comparacién de los difractogramas del Filtrado solido del compuesto, la Flor de
Jamaica y la Sepiolita se muestran en la figura 36.
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Figura 36. Difractogramas de Rayos X polvo. Flor de Jamaica (rojo), Sepiolita
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(negro), Filtrado sélido del compuesto (rosa).

Al analizar los difractogramas se observa que la muestra de Sepiolita y el Filtrado
sélido del compuesto guardan similitud. Para un mayor analisis se determinaron los
angulos de los principales picos de las muestras para compararlos y observar con
mayor precision las variaciones en la posicion de los picos. Los resultados se muestran

en la tabla 10.

Tabla 10. Comparacion entre los angulos de los principales picos de las
muestras de Sepiolita, Flor de Jamaica y Filtrado sélido del compuesto.

Angulo Intensidad Angulo Intensidad Angulo Intensidad
7.28933 49027.7 7.01957 8616.4 7.26250 22330.2
11.76375 7211.5 11.75091 7330.0
17.67071 3621.1 17.62862 3962.6
19.66425 6841.2 19.68276 5964.6
20.57279 9606.7 20.84181 7708.2 20.56617 7916.7
23.71083 6472.0 23.68089 5420.0
25.17889 3595.8 25.11187 3765.4
26.64784 7219.7 26.58426 9225.7 26.63273 6433.6
27.95927 6298.6 27.91507 4856.2
29.28361 3240.5 29.20314 3146.1

30.10951 4610.3 30.05204 2840.1
31.72131 2572.9
32.99461 3904.7 32.18547 2554.8
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33.73882 3999.5 33.31905 2994.7
34.61269 4123.2 34.29010 4404.9
34.96748 7781.6 34.86150 4000.3 34.98073 5627.2
36.74722 4208.3 36.76192 3525.3
39.83902 4337.5 39.42879 3564.3 39.82930 3397.8
43.82833 2852.7 43.60570 3020.6 43.77620 2392.7
54.91708 1945.9 54.19361 1872.1
59.68782 2532.3 59.70319 1924.7

Negrita (interacciones nuevas), cursiva (corrimientos hacia la izquierda), subrayado (corrimientos hacia la derecha)

En la tabla 10 se observan variaciones en los valores de los angulos de las muestras.
Los numeros en cursiva, que representan picos en el pigmento compuesto que se
corrieron hacia la izquierda con respecto a los picos en la Sepiolita, son mayores que
los numeros subrayados, que representan los picos que se corrieron hacia la derecha,
por lo tanto, se puede decir que hay un predominio de la disminucién del valor de los
angulos y aumento de las distancias entre planos, siendo esto un indicio de interaccion

entre la molécula y la arcilla (figura 37).
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Figura 37. Variaciones en la posicion de los picos para las muestras de
Filtrado liquido del compuesto, Sepiolita y Flor de Jamaica

También se compard una muestra de Sepiolita con otras dos muestras de Sepiolita

calentada y pigmento compuesto, en la siguiente figura se muestran los 3

difractogramas.
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calentada (azul) y pigmento compuesto (rosa).

En la tabla 11 se muestra la comparacion de los angulos de difraccion para las tres

muestras analizadas.

Tabla 11. Angulos de difraccion para las diferentes muestras de Sepiolita,
Sepiolita calentada y pigmento compuesto.

Picos Sepiolita Sepiolita calentada Pigmento compuesto
1 7.28933 7.31179 7.26270
2 17.67071 17.70811 17.62082
3 23.71083 23.76318 23.56877
4 27.95927 28.01541 27.84387
5 34.96748 35.02228 34.90707
6 36.74722 36.81532 36.67286
7 39.83902 39.91135 39.83271

Negrita (corrimientos hacia la derecha), subrayada (corrimientos hacia la izquierda)

De la tabla anterior podemos observar como al calentar la Sepiolita los angulos
aumentan por lo tanto disminuye la distancia entre planos atomicos volviéndose mas

pequefio el tamano del poro del material. Sin embargo, para el pigmento compuesto,
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los angulos disminuyen con respecto a la Sepiolita, lo cual significa que aumenta el
tamafio del poro del material, indicio de la posible interaccion entre la molécula de

antociano y la arcilla Sepiolita.

VILILV. Anadlisis estadistico
Con el objetivo de conocer si el tiempo influye significativamente en los resultados de

las pruebas de estabilidad y colorimetria, se realizé un analisis estadistico a los valores

obtenidos.

Para esto se utilizd el programa Minitab versién 20.3 y se realizé6 un analisis de
varianza (ANOVA) y prueba Tuckey con un intervalo de confianza del 95%. Para el

analisis se considerd un factor con 10 niveles:

Factor: tiempo

Niveles (dias): 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63
Variables dependientes: Absorbancia, luminosidad, a, b, Cromaticidad y Hue

Las muestras analizadas fueron extracto de Jamaica calentado, filtrado liquido del

compuesto y pigmento compuesto.

En la tabla 12 se muestra la desviacién estandar para los resultados de las mediciones
de absorbancia para las muestras de extracto de Jamaica calentado vy filtrado liquido

del compuesto.

Tabla 12. Valores de absorbancia (520 nm) con desviacion estandar para las
muestras de extracto de Jamaica calentado y filtrado liquido del compuesto.

Muestras
Dias Extracto de Jamaica Filtrado liquido del
calentado compuesto
0 41.70+ 0.76 32.36+ 1.21
7 42.70+ 0.15 32.25+ 0.25
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Muestras
Dias Extracto de Jamaica Filtrado liquido del

calentado compuesto
14 41.95 + 1.90 29.48+ 0.27
21 36.72+ 0.55 23.60+ 0.41
28 37.89+ 1.01 23.26+ 0.36
35 27.13+ 0.36 18.03+ 0.42
42 23.63+ 0.25 17.12 + 0.19
49 21.30+ 0.02 15.39+ 0.30
56 17.87+ 0.42 15.53+ 0.32
63 17.27+ 0.25 13.82+ 0.32

Las cifras que se muestran en la tabla representan la absorbancia de las muestras,
medidas por triplicado, con la desviacién estandar. Los resultados de la prueba Tuckey

mostraron un valor p menor que 0.05, lo cual indica que el tiempo tiene una influencia

significativa en la absorbancia para un 95 % de confianza.

En la tabla 13 se muestran los valores de Luminosidad, a, b, Cromaticidad y Angulo
de tono con la desviacion estandar para las muestras de extracto de Jamaica

calentado, filtrado liquido del compuesto y pigmento compuesto.
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Tabla 13. Valores de Luminosidad, a, b, Cromaticidad y Angulo de tono con

la desviacion estandar para las muestras de extracto de Jamaica calentado,

filtrado liquido del compuesto y pigmento compuesto.

Muestras
Dias Extracto de Jamaica Filtrado liquido del Pigmento compuesto
calentado compuesto
L19.74+0.11 L 19.56+0.04 L 19.89+0.01
a 2.24+0.03 a 2.38+0.03 a3.70+0.06
0 b-1.60 +0.02 b -1.60 +0.03 b -1.24 +0.01
Croma 2.75 +0.02 Croma 2.87+0.02 Croma 3.78 +0.26
Hue 35.67 +0.20 Hue 33.90 +0.70 Hue 18.54 +0.14
L 19.97+0.12 L 19.76+0.02 L 19.15+0.02
a 3.00+0.02 a 292+0.02 a 1.47+0.01
7 b -1.28 +0.03 b -1.35+0.01 b -1.91 +0.02
Croma 3.27 +0.20 Croma 3.22 +0.03 Croma 2.41 +0.02
Hue23.20+0.43 Hue24.85+0.05 Hue 52.51 +0.14
L 19.79+0.16 L 19.75+0.02 L 19.71+0.06
a 3.12+0.03 a 2.98+0.01 a 1.64+0.03
14 b -1.19+0.02 b -1.27 +0.01 b -1.72 +0.01
Croma 3.34 +0.03 Croma 3.24 +0.01 Croma 2.37 +0.01
Hue 20.87 +0.30 Hue 23.02 +0.15 Hue 46.39 +0.62
L 19.66+0.04 L 19.43+0.02 L 19.66+0.04
a 3.08+0.02 a 3.31+0.01 a 1.54+0.04
21 b -1.16 +0.01 b -1.18 +0.02 b -1.68 +0.04
Croma 3.29 +0.02 Croma 3.51 +0.02 Croma 2.28 +0.05
Hue 20.63 +0.11 Hue 19.70 +0.28 Hue 47.51 +0.19
L 19.68+0.05 L 19.43+0.02 L 19.69+0.04
a 3.09+0.01 a 3.32+0.01 a 1.57+0.01
28 b -1.15+0.02 b -1.18 +0.02 b -1.68 +0.03
Croma 3.30 +0.01 Croma 3.52 +0.01 Croma 2.30 +0.03
Hue 20.40 +0.30 Hue 19.64 +0.29 Hue 47.07 +0.25
L 19.62+0.02 L 19.24+0.01 L 19.63+0.05
% a 3.02+0.01 a 3.31+0.01 a 1.39+0.02
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Muestras
Dias Extracto de Jamaica Filtrado liquido del Pigmento compuesto
calentado compuesto
b -1.12+0.01 b -1.16 +0.01 b -1.69 +0.01
Croma 3.22 +0.01 Croma 3.51 +0.01 Croma 2.19 +0.02
Hue 20.39 +0.18 Hue 19.27 +0.14 Hue 50.47 +0.42
L 19.65+0.05 L 19.25+0.03 L 19.61+0.01
a 3.08 +0.01 a 3.26 +0.01 a 1.34+0.02
42 b -1.05+0.01 b -0.95+0.02 b -1.64 +0.02
Croma 3.26 +0.00 Croma 3.40 +0.01 Croma 2.11 +0.02
Hue 18.74 +0.23 Hue 16.20 +0.29 Hue 50.79 +0.23
L 19.67+0.02 L 19.23+0.01 L 19.62+0.01
a 3.08 +0.01 a 3.25+0.01 a 1.35 1+0.02
49 b -1.04 +0.01 b -0.95 +0.01 b -0.55+1.88
Croma 3.25 +0.01 Croma 3.39 +0.01 Croma 2.12 +0.02
Hue 18.59 +0.03 Hue 16.37 +0.08 Hue 50.45 +0.49
L 19.67+0.01 L 19.22+0.01 L 19.62+0.01
a 3.06+0.01 a 3.25+0.00 a 1.35+0.01
56 b -1.04 +0.00 b -0.96 +0.00 b -1.63 +0.02
Croma 3.24 +0.01 Croma 3.39 +0.00 Croma 2.12 +0.02
Hue 18.74 +0.03 Hue 16.46 +0.00 Hue 50.32 +0.28
L 19.69+0.01 L 19.20+0.01 L 19.60+0.01
a 3.06+0.01 a 3.23+0.00 a 1.35+0.01
63 b -1.04 +0.00 b -0.95 +0.01 b -1.61+0.00
Croma 3.22 +0.01 Croma 3.37 +0.01 Croma 2.09 +0.01
Hue 18.80 +0.03 Hue 16.34 +0.10 Hue 50.12 +0.13

La coordenada L varia entre 100 (blanco perfecto) y cero (negro). De la tabla anterior
se observa como el parametro L muestra valores entre los 19.97 y 19.20 para las tres
muestras analizadas. No se observaron variaciones significativas de este parametro

entre las tres muestras analizadas durante el periodo de estudio.
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El parametro a pasa de rojo (+) a colores verdes (-). Para el parametro el mismo se
observaron valores positivos para las tres muestras, con cifras entre 3.70 y 1.34. Los
mayores valores de a se observaron en la muestra de filtrado liquido del compuesto;
significando que fue la que menos pérdida del color rojo experimento, a diferencia de
la muestra de pigmento compuesto para la cual se observo una mayor disminucion de

este parametro.

Los valores de b varian de amarillo (+) a azul (-). En este estudio solo se obtuvieron
valores de b negativos entre -1.91 y -0.55, para todas las muestras. Los valores mas
negativos se observaron en la muestra de pigmento compuesto. Esta es la muestra
que menos desplazamiento hacia el color amarillo experimentd. Dicho comportamiento
se explica, debido a que es la muestra con mayor contenido de Sepiolita, favoreciendo

la estabilizacion de la molécula.

Se encontré que la Cromaticidad estuvo entre valores de 3.78 y 2.09, para las tres
muestras. Para la muestra de pigmento compuesto se observd una disminucion de la
Cromaticidad, no siendo asi para la muestra de filtrado liquido del compuesto, la cual

reportd un aumento de este parametro.

“‘Hue” es un parametro que indica el tono o matiz, y varia entre 360° y 0° (rosa). Dicho
parametro se comporté entre valores de 52.5 y 16.2, para las mediciones realizadas
en las tres muestras. La muestra de pigmento compuesto reporté los mayores valores

de tonalidad, y los menores valores se observaron en la muestra de filtrado liquido.

Los resultados de la prueba Tuckey mostraron un valor p menor que 0.05 para casi
todos los parametros. Esto indica que el tiempo tiene una influencia significativa en los
valores de Luminosidad, a, b, Cromaticidad y Hue, para un 95 % de confianza. Solo
para el parametro b de la muestra de pigmento compuesto se reportd un valor p mayor

a 0.05, indicando que el tiempo no tuvo una influencia significativa en este parametro.
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VILIIl. Discusion General
El pigmento compuesto se obtuvo a partir de un extracto fendlico rico en antocianos

con una concentracion de 0.70 mg/mL (equivalentes de Cianidina 3-glucdsido), siendo
la Cianidina 3-O-sambubidsido y Delfinidina 3-O-sambubi6sido los antocianos
mayoritarios, lo cual se puede comprobar a partir de los picos detectados en valores
alrededor de los 520 nm aproximadamente en el espectro UV-Vis. Sinela et al., 2017
reportd resultados similares para un extracto de Hibiscus sabdariffa donde se
identificaron estos dos antocianos como los principales, con valores alrededor de los
570 nm en el espectro UV-Vis y concentraciones entre 0.46-0.78 mg/mL.

La metodologia utilizada para la elaboracién del pigmento compuesto no afecté en
gran medida el color original del extracto fendlico, el color rojo cambié a un color mas
claro debido a la combinacién de la molécula con la arcilla Sepiolita. Luego de
diferentes pruebas de estabilidad el color del pigmento compuesto se mantuvo estable.
Los analisis de microscopia de barrido electronico reportaron que el tamano de
particula de la muestra de extracto de Jamaica (0.01 ym) es menor que el tamano de
particula de la Sepiolita (0.18 um), lo cual puede ser favorable para la formacion del
pigmento compuesto. Estos resultados se corresponden con las mediciones
espectrofotométricas realizadas al pigmento compuesto, utilizando como control una
muestra de extracto de Jamaica calentado a la misma temperatura y por el mismo
tiempo que el utilizado para la formacion del pigmento compuesto.

Al realizar una comparacion de las cinéticas de degradacién del extracto de Jamaica
calentado y el pigmento compuesto luego de mantenerlos bajo las mismas condiciones
por 63 dias, se observa que la concentracién de antocianos en el extracto de Jamaica
calentado disminuye mas rapido que en el pigmento compuesto siendo las velocidades
de degradacion de 1.85* 107 s’y 1.62 * 107 ™ respectivamente. Ademas, los barridos
espectrales realizados a las dos muestras, indican desplazamientos de la longitud de
onda del maximo de absorcién en el extracto de Jamaica calentado hacia longitudes

de ondas mas cortas, lo cual es debido a la degradacidén de los antocianos en la
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muestra. Sin embargo, para la muestra de pigmento compuesto no se observo
practicamente desplazamientos de la longitud de onda del maximo de absorcion, lo
cual puede deberse a una posible estabilizacion de los antocianos por medio de la
arcilla Sepiolita.

Las mediciones de color al igual que las mediciones espectrofotométricas también
indican una posible estabilizacion de los antocianos presentes en el pigmento
compuesto, debido a que fue la muestra que menos pérdidas de color experimento.
Los parametros de a y b reportaron menores variaciones en las muestras que
contenian Sepiolita, al igual que los colores mas vivos, es decir mayores valores de

tonalidades (Hue), se observaron en estas muestras.

Los estudios de difraccion de rayos X realizados, al igual que las pruebas anteriores
mostraron indicios de interacciones entre la molécula y la arcilla. Al analizar los
difractogramas podemos notar que existe un corrimiento de los angulos de difraccion
en la muestra de pigmento compuesto hacia valores mas pequefios con respecto a los
angulos de difraccion presentes en la muestra de Sepiolita. Una disminucion de los
angulos de difraccion indica un aumento de las distancias entre planos del material
cristalino, lo cual puede significar una posible interaccion de la molécula de antociano
con la arcilla, provocando la transformacion de la estructura del cristal.

Teniendo en cuenta el resultado de todas las pruebas realizadas al pigmento
compuesto obtenido, la metodologia utilizada puede ser considerada como una posible
variante de estabilizacion de los antocianos presentes en la flor de Jamaica. La
purificacion del extracto fendlico, con el objetivo de tener en este, solo las moléculas

de interés, podria arrojar mejores resultados a este estudio.
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VIIl. CONCLUSIONES
El método que mejor correlacion reporté entre datos tedricos y experimentales para
las dos moléculas Cianidina y Delfinidina fue el DFT:B3LYP/6-31G con un valor de R?

de 0.917 y 0.916 respectivamente.

Los calculos de frecuencia para las dos moléculas fueron realizados con el método
DFT:B3LYP/6-31G y se comprobd que las geometrias optimizadas correspondian a

minimos globales en la superficie de energia potencial.

Los calculos de espectro de absorcion fueron realizados utilizando el método TD-
DFT:B3LYP/6-31G para las dos moléculas reportando que los valores de Amax
calculados se aproximan a los valores experimentales de Amax reportados para la

Cianidina y Delfinidina de 515 nmy 522 nm respectivamente.

Se calcularon las propiedades quimicas de potencial idnico, afinidad electronica,
potencial quimico, electronegatividad, dureza y blandura de estas moléculas para
conocer aspectos sobre la reactividad quimica global, concluyéndose que la Cianidina
es mas estable que la Delfinidina, debido a que presenta una mayor dureza y menor
blandura.

Se elabordé un compdésito colorante a partir de los antocianos presentes en la Flor de
Jamaica y una matriz inorganica (Sepiolita) utilizando las técnicas de antiguas

civilizaciones precolombinas.

La microscopia de barrido electrénico reportd que la muestra de Flor de Jamaica tiene
un tamafio de particula inferior a la muestra de Sepiolita, siendo 0.01 y 0.18 pm
respectivamente, mientras que la muestra de pigmento compuesto tiene un tamaro de

particula mayor siendo de 8.34 ym.
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El estudio de estabilidad realizado mediante mediciones espectrofotométricas indico
que los antocianos presentes en la flor de Jamaica se degradan a una velocidad menor
en el pigmento compuesto que en un extracto fendlico, con valores de 1.62*107 sy
1.85*107 s,

Los barridos espectrales de 300 a 700 nm para el extracto de Jamaica calentado y el
filtrado liquido del compuesto muestran la existencia de los antocianos presentes en
la flor de Jamaica y acidos fendlicos, absorbiendo a longitudes de onda de 520 y 320

nm aproximadamente.

Para el extracto de Jamaica calentado se observaron efectos hipsocromicos en los
barridos espectrales, a diferencia de la muestra de filtrado liquido del compuesto, en
la cual la longitud de onda del maximo de absorcidn no se desplazoé con el paso de los

dias.

Las mediciones de color realizadas evidencian que las muestras de extracto de
Jamaica calentado, filtrado liquido del compuesto y pigmento compuesto se
encuentran en el cuadrante 4 (+a’, -b") de la gréafica del color, que es el cuadrante que

va del rojo al azul.

Para el parametro L, la caracterizacion mostro valores entre los 19.97 y 19.20 para las
tres muestras analizadas, y no se observaron variaciones significativas de este

parametro entre ellas durante el periodo de estudio.

Los mayores valores de a se observaron en la muestra de filtrado liquido del
compuesto, significando que fue la que menos pérdida del color rojo experimento, a
diferencia de la muestra de pigmento compuesto para la cual se observé una mayor

disminucién de este parametro.
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Los valores de b mas negativos se observaron en la muestra de pigmento compuesto,

muestra que menos desplazamiento hacia el color amarillo experimento.

La Cromaticidad estuvo entre valores de 3.78 y 2.09 para las tres muestras. Para la
muestra de pigmento compuesto se observé una disminuciéon de la Cromaticidad no
siendo asi para la muestra de filtrado liquido del compuesto que reportdé un aumento

de este parametro.

El parametro “Hue” se comportd entre valores de 52.5 y 16.2 para las mediciones
realizadas de las tres muestras. La muestra de pigmento compuesto reportd los
mayores valores de tonalidad, y los menores valores se observaron en la muestra de

filtrado liquido.

Los analisis de Difraccion de Rayos X realizados a las muestras de Pigmento
compuesto, filtrado liquido del compuesto y filtrado sélido del compuesto mostraron
indicios de interacciones entre la molécula y la arcilla durante la formacion del

compaosito colorante.

Los resultados de los analisis estadisticos indican que el tiempo influye de manera
significativa en la absorbancia de las muestras de extracto de Jamaica calentado y
filtrado liquido del compuesto para la prueba de estabilidad, al igual que en los valores
del,a, b, “Croma” y “Hue” para las muestras de extracto de Jamaica calentado, filtrado
liquido del compuesto y pigmento compuesto en las mediciones de color.
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IX. RECOMENDACIONES
Desarrollar los calculos tedricos con las moléculas de Cianidina-3-O-sambubidsido y

Delfinidina-3-O-sambubidsido.

Realizar el estudio de Rielved de los resultados de Difraccién de Rayos X para las

muestras de Sepiolita y Pigmento Compuesto.

Obtener el pigmento compuesto utilizando un extracto purificado que solo contenga

las moléculas de interés.

Realizar Resonancia Magnética Nuclear (RMN) a las muestras obtenidas y analizar si

existen cambios entre ellas.

Utilizar otras moléculas de antocianos para la elaboracion de pigmentos compuestos

que tengan un tamafo apropiado en comparacion con la Sepiolita.
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APENDICES

Anexo |

. FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Validacion de los métodos de Mecanica Molecular (MM) para

Cianidina y Delfinidina utilizando las distancias de enlace.

la molécula de

Distancias Experimental’ UFF Dreiding UFF Dreiding

(A) Cianidina Cianidina Delfinidina | Delfinidina
ca2-cr 1.453 1.510 1.410 1.481 1.410
C4a-C5 1.432 1.486 1.429 1.486 1.429
C1-C2 1.409 1.355 1.407 1.343 1.407
C6-C7 1.413 1.477 1.418 1.477 1.419
C2-C3 1.396 1.507 1.422 1.491 1.424
C3-C4 1.400 1.346 1.406 1.351 1.406
C4-C4a 1.382 1.461 1.422 1.467 1.422
Ce6-C1’ 1.404 1.496 1.424 1.483 1.423
C4a-C8a 1.408 1.345 1.411 1.351 1.411
C7-C8 1.387 1.345 1.403 1.345 1.403
C4-C5 1,378 1.478 1.418 1.491 1.422
C8-C8a 1.376 1.479 1.414 1.478 1.414
C5-C6’ 1.383 1.338 1.402 1.345 1.404
C3-C4 1.380 1.337 1.404 1.335 1.403
C2-C%¥ 1.371 1.479 1.420 1.478 1.419
C5-C6 1.366 1.345 1.405 1.345 1.405
C8a-01 1.361 1.413 1.372 1.416 1.372
01-C2 1.349 1.285 1,362 1.282 1.362
R? - 0.184 0.300 0.139 0.291

* Datos experimentales (Ueno & Norio, 1977)
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Anexo Il. Validacion de los métodos de Mecanica Molecular (MM) para la
molécula de Cianidina y Delfinidina utilizando los angulos de enlace.

Angulos Experimental’ UFF Dreiding UFF Dreiding

Cianidina Cianidina Delfinidina | Delfinidina
C2-Cc1-C2 119.4 118.7 1201 120.1 120.2
C1’-C2-C3 129.2 124.0 123.1 120.2 123.0
C2-C3-C4 119.5 118.7 118.7 118.6 118.7
C3-C4-C4a 121.3 119.8 121.3 119.1 121.3
C4-C4a-C8a 118.4 118.3 117.8 118.5 117.8
C8a-C4a-C5 1171 120.4 119.3 120.4 119.3
C4a-C5-C6 120.0 119.4 119.7 119.4 119.7
C5-C6-C7 120.0 120.5 120.6 120.6 120.6
C6-C7-C8 1221 119.6 119.7 119.6 119.7
C7-C8-C8a 116.7 120.6 1201 120.6 120.1
C8a-01-C2 123.7 120.5 123.7 119.0 123.6
01-C2-cr 112.4 115.7 118.1 117.6 118.3
C1-C2-C3 120.3 1221 120.6 121.0 120.6
C2'-C3-C4’ 120.4 119.7 119.9 119.9 120.0
C3-C4’-C% 119.5 119.3 119.8 119.6 119.8
C4-C5'-Ce’ 120.9 120.9 120.3 119.7 119.9
C5-Ce-C1’ 119.9 121.0 120.4 120.7 120.6
Cce6-C1’-C2’ 118.9 117.0 119.1 119.1 119.1
R? - 0.538 0.604 0.091 0.575

* Datos experimentales (Ueno & Norio, 1977)
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Anexo lll. Validacion de los métodos Semi-empiricos para la molécula de
Cianidina y Delfinidina utilizando las distancias de enlace.

Distancias Experimental” AM1 PM3 AM1 PM3

(A) Cianidina Cianidina Delfinidina | Delfinidina
ca2-cr 1.453 1.434 1.448 1.443 1.445
C4a-C5 1.432 1.430 1.434 1.434 1.435
c1-Cc2 1.409 1.420 1.412 1.410 1.409
C6-C7 1.413 1.413 1.415 1.417 1.415
C2-C3 1.396 1.424 1.423 1.417 1.425
C3-C4 1.400 1.426 1.425 1.415 1.418
C4-C4a 1.382 1.409 1.407 1.404 1.407
ce’-C1 1.404 1.412 1.405 1.409 1.407
C4a-C8a 1.408 1.418 1.420 1.420 1.418
C7-C8 1.387 1.408 1.405 1.405 1.404
C4-C5 1,378 1.406 1.404 1.413 1.416
C8-C8a 1.376 1.394 1.393 1.396 1.394
C5-C6’ 1.383 1.387 1.385 1.393 1.391
C3-C4 1.380 1.388 1.393 1.394 1.392
C2-C%¥ 1.371 1.383 1.388 1.396 1.396
C5-C6 1.366 1.390 1.389 1.386 1.387
C8a-01 1.361 1.384 1.372 1.380 1.370
01-C2 1.349 1.368 1.347 1.368 1.349
R? - 0.781 0.826 0.789 0.782

* Datos experimentales (Ueno & Norio, 1977)
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Anexo IV. Validacion de los métodos Semi-empiricos para la molécula de
Cianidina y Delfinidina utilizando los angulos de enlace.

Angulos Experimental” AM1 PM3 AM1 PM3

Cianidina Cianidina Delfinidina | Delfinidina
C2-Cc1-C2 119.4 119.3 120.0 119.0 121.0
C1’-C2-C3 129.2 128.2 127.3 128.1 127.3
C2-C3-C4 119.5 121.0 120.5 120.8 120.8
C3-C4-C4a 121.3 119.2 118.8 119.1 118.9
C4-C4a-C8a 118.4 118.9 118.6 119.0 118.5
C8a-C4a-C5 1171 1171 117.0 117.0 1171
C4a-C5-C6 120.0 121.0 120.9 1211 120.9
C5-C6-C7 120.0 119.5 119.6 119.4 119.6
C6-C7-C8 1221 121.7 121.6 121.7 121.6
C7-C8-C8a 116.7 117.4 117.7 117.6 117.7
C8a-01-C2 123.7 120.6 120.3 120.5 120.7
01-C2-cr 112.4 112.4 112.4 1121 113.0
C1-C2-C% 120.3 120.0 119.9 120.2 120.4
C2-C3-C4’ 120.4 120.6 120.3 120.1 120.5
C3-C4’-C% 119.5 119.2 119.2 119.1 118.6
C4-C5'-Ce’ 120.9 120.1 120.2 121.0 120.8
C5-Ce-C1’ 119.9 121.0 120.8 119.5 120.4
Cce6-C1’-C2’ 118.9 119.1 119.5 120.1 119.5
R? - 0.890 0.872 0.884 0.870

* Datos experimentales (Ueno & Norio, 1977)
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. FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Anexo V. Validaciéon del método Ab-initio para la molécula de Cianidina y
Delfinidina utilizando las distancias de enlace.

Distancias (A) Experimental’ HF/6-31G HF/6-31G
Cianidina Delfinidina

cz-ctr 1.453 1.440 1.437
C4a-C5 1.432 1.416 1.417
c1-cz 1.409 1.412 1.405
Ce6-C7 1.413 1.407 1.407
C2-C3 1.396 1.408 1.406
Cc3-c4 1.400 1.398 1.387
C4-C4a 1.382 1.407 1.406
ce-Cr 1.404 1.404 1.409
C4a-C8a 1.408 1.392 1.393
C7-C8 1.387 1.384 1.385
C4-C5 1,378 1.383 1.388
C8-C8a 1.376 1.380 1.380
C5-Ce’ 1.383 1.382 1.372
C3-C4 1.380 1.369 1.371
c2-C% 1.371 1.365 1.373
C5-C6 1.366 1.365 1.364
C8a-01 1.361 1.364 1.362
01-C2 1.349 1.343 1.343

R? - 0.848 0.832

* Datos experimentales (Ueno & Norio, 1977)
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Anexo VI. Validacion del método Ab-initio para la molécula de Cianidina y
Delfinidina utilizando los angulos de enlace.

Angulos Experimental’ HF/6-31G HF/6-31G
Cianidina Delfinidina
C2-Cc1-C2 119.4 118.4 118.2
C1-C2-C3 129.2 130.0 130.0
C2-C3-C4 119.5 119.9 119.9
C3-C4-C4a 121.3 121.7 121.7
C4-C4a-C8a 118.4 118.2 118.2
C8a-C4a-C5 1171 117.5 117.5
C4a-C5-C6 120.0 120.3 120.3
C5-C6-C7 120.0 119.7 119.7
C6-C7-C8 122.1 122.0 122.0
C7-C8-C8a 116.7 116.6 116.6
C8a-01-C2 123.7 126.9 126.1
O1-C2-C71 112.4 113.9 113.9
C1-C2-C% 120.3 120.6 120.3
C2-C3-C4’ 120.4 119.7 119.8
C3-C4-C5 119.5 120.7 120.2
C4-C5-Ce6’ 120.9 120.1 121.0
C5-Ce6-C1’ 119.9 120.0 119.0
Ce6-C1-C2’ 118.9 119.0 119.6
R? - 0.927 0.942

* Datos experimentales (Ueno & Norio, 1977)
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Anexo VII. Validacion de los métodos de DFT para la molécula de Cianidina
utilizando las distancias de enlace.

Distancias (A) Experimental’ DFT:B3LYP/ DFT:B3PW91/ DFT:
6-31G 6-31G MO06-2X/
6-31G
ca2-cr 1.453 1.440 1.434 1.465
C4a-C5 1.432 1.429 1.426 1.451
C1-C2 1.409 1.423 1.420 1.424
C6-C7 1.413 1.415 1.413 1.430
C2-C3 1.396 1.420 1.418 1.443
C3-C4’ 1.400 1.416 1.414 1.438
C4-C4a 1.382 1.408 1.405 1.412
C6-C1’ 1.404 1.423 1.420 1.416
C4a-C8a 1.408 1.415 1.412 1.424
C7-C8 1.387 1.400 1.399 1.408
C4-C5 1,378 1.397 1.395 1.404
C8-C8a 1.376 1.388 1.386 1.401
C5-C6’ 1.383 1.391 1.389 1.393
C3-C4 1.380 1.388 1.387 1.398
C2-C3 1.371 1.380 1.379 1.389
C5-C6 1.366 1.380 1.379 1.386
C8a-01 1.361 1.383 1.377 1.397
01-C2 1.349 1.376 1.371 1.374
R? - 0.871 0.869 0.852

* Datos experimentales (Ueno & Norio, 1977)
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Anexo VIII. Validaciéon de los métodos de DFT para la molécula de Cianidina
utilizando los angulos de enlace.

Distancias (A) Experimental” DFT:B3LYP/ DFT:B3PW91/ DFT:
6-31G 6-31G MO06-2X/
6-31G

C2-C1-C2 119.4 118.8 118.7 118.6
C1-C2-C3 129.2 130.1 130.0 127.0
C2-C3-C4 119.5 120.5 120.3 118.8
C3-C4-C4a 121.3 121.4 121.4 120.9
C4-C4a-C8a 118.4 118.5 118.5 118.9
C8a-C4a-C5 1171 117.2 117.3 117.7
C4a-C5-C6 120.0 120.4 120.3 119.8
C5-C6-C7 120.0 119.9 119.3 120.5
C6-C7-C8 122.1 121.8 121.8 121.1
C7-C8-C8a 116.7 116.9 116.9 117.9
C8a-01-C2 123.7 125.1 125.2 120.7
01-C2-Cr 112.4 113.6 113.5 112.6
C1-C2-C3 120.3 120.5 120.5 119.9
C2-C3-C4’ 120.4 119.7 119.6 119.2
C3-C4’-C5 119.5 120.6 120.6 120.9
C4-C5-Ce6’ 120.9 120.0 120.0 119.4
C5-C6-C1’ 119.9 120.1 120.1 120.4
C6’-C1’-C2’ 118.9 119.0 119.1 120.2
R? - 0.962 0.958 0.886

* Datos experimentales (Ueno & Norio, 1977)
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Anexo IX. Validacion de los métodos de DFT para la molécula de Delfinidina
utilizando las distancias de enlace.

Distancias (A) Experimental’ DFT:B3LYP/ | DFT:B3PW91/ 6- DFT:
6-31G 31G MO06-2X/
6-31G

ca2-cr 1.453 1.440 1.433 1.463
C4a-C5 1.432 1.430 1.426 1.450
C1-C2 1.409 1.410 1.419 1.420
C6-C7 1.413 1.415 1.413 1.429
C2-C3 1.396 1.415 1.419 1.444
C3-C4’ 1.400 1.406 1.405 1.422
C4-C4a 1.382 1.404 1.406 1.413
C6-C1’ 1.404 1.408 1.424 1.421
C4a-C8a 1.408 1.408 1.412 1.424
C7-C8 1.387 1.401 1.399 1.408
C4-C5 1,378 1.405 1.403 1.422
C8-C8a 1.376 1.388 1.386 1.401
C5-C6’ 1.383 1.383 1.381 1.390
C3-C4 1.380 1.387 1.386 1.396
C2-C3 1.371 1.384 1.383 1.397
C5-C6 1.366 1.381 1.379 1.387
C8a-01 1.361 1.383 1.378 1.398
01-C2 1.349 1.359 1.371 1.375

R? - 0.875 0.814 0.810

* Datos experimentales (Ueno & Norio, 1977)
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Anexo 10. Validacion de los métodos de DFT para la molécula de Delfinidina
utilizando los angulos de enlace.

Distancias (A) Experimental” DFT:B3LYP/ | DFT:B3PW91/ 6- DFT:
6-31G 31G MO06-2X/
6-31G

C2-C1-C2 119.4 118.6 118.5 118.3
C1-C2-C3 129.2 130.1 130.0 127.0
C2-C3-C4 119.5 120.7 120.4 118.9
C3-C4-C4a 121.3 121.4 121.4 120.9
C4-C4a-C8a 118.4 118.5 118.5 118.9
C8a-C4a-C5 1171 117.2 117.3 117.7
C4a-C5-C6 120.0 120.4 120.3 119.8
C5-C6-C7 120.0 119.9 120.0 120.6
C6-C7-C8 1221 121.8 121.8 121.1
C7-C8-C8a 116.7 116.9 116.9 117.9
C8a-01-C2 123.7 125.1 125.2 120.7
01-C2-Cr 112.4 113.6 113.6 112.7
C1-C2-C3 120.3 120.4 120.4 120.5
C2-C3-C4’ 120.4 119.6 119.6 118.5
C3-C4’-C5 119.5 120.3 120.4 1211
C4-C5-Ce6’ 120.9 121.0 120.9 120.3
C5-C6-C1’ 119.9 119.0 119.0 118.9
C6’-C1’-C2’ 118.9 119.6 119.7 120.8
R? - 0.958 0.958 0.858

* Datos experimentales (Ueno & Norio, 1977)
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Anexo Xl. Validaciéon de diferentes conjuntos bases para el método DFT: B3LYP
para las distancias de enlace en la Cianidina

Distancias Experimental" | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/
(A) STO-3G 3-21G 6-31G 6-311G

ca2-cr 1.453 1.470 1.433 1.440 1.434
C4a-C5 1.432 1.462 1.427 1.429 1.427
C1-C2 1.409 1.435 1.420 1.423 1.422
C6-C7 1.413 1.438 1.415 1.415 1.413
C2-C3 1.396 1.454 1.418 1.420 1.418
C3-C4’ 1.400 1.451 1.418 1.416 1.413
C4-C4a 1.382 1.419 1.402 1.408 1.406
C6-C1’ 1.404 1.432 1.418 1.423 1.421
C4a-C8a 1.408 1.441 1.409 1.415 1.412
C7-C8 1.387 1.423 1.398 1.400 1.398
C4-C5 1,378 1.417 1.391 1.397 1.394
C8-C8a 1.376 1.409 1.384 1.388 1.386
C5-C6’ 1.383 1.401 1.387 1.391 1.389
C3-C4 1.380 1.412 1.418 1.388 1.385
C2-C3 1.371 1.402 1.376 1.380 1.377
C5-C6 1.366 1.401 1.376 1.380 1.377
C8a-01 1.361 1.416 1.380 1.383 1.383
01-C2 1.349 1.398 1.374 1.376 1.377

R? - 0.796 0.770 0.871 0.840

* Datos experimentales (Ueno & Norio, 1977)
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Anexo XIll. Validacién de diferentes conjuntos bases para el método DFT: B3LYP

. FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

para los angulos de enlace en la Cianidina

Distancias Experimental" | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/
(A) STO-3G 3-21G 6-31G 6-311G
C2-C1-C2 119.4 119.2 118.3 118.8 118.8
C1’-C2-C3 129.2 127.3 129.1 130.1 130.2
C2-C3-C4 119.5 119.3 119.6 120.5 120.6
C3-C4-C4a 121.3 120.7 121.9 121.4 121.5
C4-C4a-C8a 118.4 119.0 118.7 118.5 118.6
C8a-C4a-C5 1171 117.4 118.2 117.2 117.2
C4a-C5-C6 120.0 120.1 119.3 120.4 120.5
C5-C6-C7 120.0 120.4 1211 119.9 119.8
C6-C7-C8 1221 121.2 120.7 121.8 121.8
C7-C8-C8a 116.7 117.9 117.8 116.9 117.0
C8a-01-C2 123.7 120.0 124.9 125.1 125.1
01-C2-Cr 112.4 112.4 113.9 113.6 113.5
C1-C2-C3 120.3 119.8 120.9 120.5 120.5
C2-C3-C4’ 120.4 119.3 119.2 119.7 119.7
C3-C4’-C5 119.5 121.0 120.6 120.6 120.6
C4-C5-Ce6’ 120.9 119.3 120.4 120.0 1201
C5-C6-C1’ 119.9 120.7 119.8 1201 1201
C6’-C1’-C2’ 118.9 120.0 119.1 119.0 118.9
R? - 0.863 0.926 0.962 0.962

* Datos experimentales (Ueno & Norio, 1977)
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Anexo XIll. Validacién de diferentes conjuntos bases para el método DFT: B3LYP

. FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

para las distancias de enlace en la Delfinidina

Distancias Experimental" | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/
(A) STO-3G 3-21G 6-31G 6-311G

ca2-cr 1.453 1.468 1.431 1.440 1.434
C4a-C5 1.432 1.461 1.427 1.430 1.427
C1-C2 1.409 1.434 1.418 1.410 1.421
C6-C7 1.413 1.437 1.414 1.415 1.413
C2-C3 1.396 1.455 1.419 1.415 1.418
C3-C4’ 1.400 1.436 1.404 1.406 1.404
C4-C4a 1.382 1.421 1.403 1.404 1.407
Ce6'-C1’ 1.404 1.437 1.424 1.408 1.426
C4a-C8a 1.408 1.440 1.409 1.408 1.412
C7-C8 1.387 1.423 1.398 1.401 1.398
C4-C5 1.378 1.437 1.402 1.405 1.402
C8-C8a 1.376 1.409 1.384 1.388 1.386
C5-C6’ 1.383 1.399 1.377 1.383 1.380
C3-C4 1.380 1.410 1.384 1.387 1.384
C2-C3 1.371 1.409 1.381 1.384 1.381
C5-C6 1.366 1.401 1.376 1.381 1.378
C8a-01 1.361 1.416 1.381 1.383 1.383
01-C2 1.349 1.400 1.375 1.359 1.378

R? - 0.746 0.783 0.875 0.857

* Datos experimentales (Ueno & Norio, 1977)
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Anexo XIV. Validacion de diferentes conjuntos bases para el método DFT: B3LYP

. FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

para los angulos de enlace en la Delfinidina

Distancias Experimental" | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/
(A) STO-3G 3-21G 6-31G 6-311G
C2-C1-C2 119.4 118.7 118.2 118.6 118.7
C1’-C2-C3 129.2 127.3 129.1 130.1 130.2
C2-C3-C4 119.5 119.5 119.7 120.7 120.7
C3-C4-C4a 121.3 120.7 121.9 121.4 121.4
C4-C4a-C8a 118.4 119.0 118.7 118.5 118.5
C8a-C4a-C5 1171 117.4 118.2 117.2 117.2
C4a-C5-C6 120.0 120.1 119.3 120.4 120.5
C5-C6-C7 120.0 120.4 121.0 119.9 119.8
C6-C7-C8 1221 1211 120.7 121.8 121.8
C7-C8-C8a 116.7 118.0 117.8 116.9 117.0
C8a-01-C2 123.7 120.0 124.9 125.1 125.1
01-C2-Cr 112.4 112.5 114.0 113.6 113.6
C1-C2-C3 120.3 120.8 120.7 120.4 120.4
C2'-C3-C4’ 120.4 118.2 118.9 119.6 119.7
C3-C4’-C5 119.5 121.0 121.0 120.3 120.3
C4-C5-Ce6’ 120.9 120.6 120.7 121.0 121.0
C5-C6-C1’ 119.9 118.7 119.1 119.0 119.1
C6’-C1’-C2’ 118.9 120.7 119.6 119.6 119.5
R? - 0.833 0.910 0.958 0.961

* Datos experimentales (Ueno & Norio, 1977)
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. FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Anexo XV. Validacion de diferentes conjuntos bases para el método DFT: B3LYP
para las distancias de enlace en la Cianidina

Distancias Experimental" | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/
(A) STO-3G 3-21G 6-31G 6-311G

ca2-cr 1.453 1.470 1.433 1.440 1.434
C4a-C5 1.432 1.462 1.427 1.429 1.427
C1-C2 1.409 1.435 1.420 1.423 1.422
C6-C7 1.413 1.438 1.415 1.415 1.413
C2-C3 1.396 1.454 1.418 1.420 1.418
C3-C4’ 1.400 1.451 1.418 1.416 1.413
C4-C4a 1.382 1.419 1.402 1.408 1.406
C6-C1’ 1.404 1.432 1.418 1.423 1.421
C4a-C8a 1.408 1.441 1.409 1.415 1.412
C7-C8 1.387 1.423 1.398 1.400 1.398
C4-C5 1,378 1.417 1.391 1.397 1.394
C8-C8a 1.376 1.409 1.384 1.388 1.386
C5-C6’ 1.383 1.401 1.387 1.391 1.389
C3-C4 1.380 1.412 1.418 1.388 1.385
C2-C3 1.371 1.402 1.376 1.380 1.377
C5-C6 1.366 1.401 1.376 1.380 1.377
C8a-01 1.361 1.416 1.380 1.383 1.383
01-C2 1.349 1.398 1.374 1.376 1.377

R? - 0.796 0.770 0.871 0.840

* Datos experimentales (Ueno & Norio, 1977)
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Anexo XVI. Validacion de diferentes conjuntos bases para el método DFT: B3LYP

. FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

para los angulos de enlace en la Cianidina

Distancias Experimental" | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/
(A) STO-3G 3-21G 6-31G 6-311G
C2-C1-C2 119.4 119.2 118.3 118.8 118.8
C1’-C2-C3 129.2 127.3 129.1 130.1 130.2
C2-C3-C4 119.5 119.3 119.6 120.5 120.6
C3-C4-C4a 121.3 120.7 121.9 121.4 121.5
C4-C4a-C8a 118.4 119.0 118.7 118.5 118.6
C8a-C4a-C5 1171 117.4 118.2 117.2 117.2
C4a-C5-C6 120.0 120.1 119.3 120.4 120.5
C5-C6-C7 120.0 120.4 1211 119.9 119.8
C6-C7-C8 1221 121.2 120.7 121.8 121.8
C7-C8-C8a 116.7 117.9 117.8 116.9 117.0
C8a-01-C2 123.7 120.0 124.9 125.1 125.1
01-C2-Cr 112.4 112.4 113.9 113.6 113.5
C1-C2-C3 120.3 119.8 120.9 120.5 120.5
C2-C3-C4’ 120.4 119.3 119.2 119.7 119.7
C3-C4’-C5 119.5 121.0 120.6 120.6 120.6
C4-C5-Ce6’ 120.9 119.3 120.4 120.0 1201
C5-C6-C1’ 119.9 120.7 119.8 1201 1201
C6’-C1’-C2’ 118.9 120.0 119.1 119.0 118.9
R? - 0.863 0.926 0.962 0.962

* Datos experimentales (Ueno & Norio, 1977)
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. FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Anexo XVII. Validacién de diferentes conjuntos bases para el método DFT:
B3LYP para las distancias de enlace en la Delfinidina

Distancias Experimental" | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/
(A) STO-3G 3-21G 6-31G 6-311G

ca2-cr 1.453 1.468 1.431 1.440 1.434
C4a-C5 1.432 1.461 1.427 1.430 1.427
C1-C2 1.409 1.434 1.418 1.410 1.421
C6-C7 1.413 1.437 1.414 1.415 1.413
C2-C3 1.396 1.455 1.419 1.415 1.418
C3-C4’ 1.400 1.436 1.404 1.406 1.404
C4-C4a 1.382 1.421 1.403 1.404 1.407
Ce6'-C1’ 1.404 1.437 1.424 1.408 1.426
C4a-C8a 1.408 1.440 1.409 1.408 1.412
C7-C8 1.387 1.423 1.398 1.401 1.398
C4-C5 1.378 1.437 1.402 1.405 1.402
C8-C8a 1.376 1.409 1.384 1.388 1.386
C5-C6’ 1.383 1.399 1.377 1.383 1.380
C3-C4 1.380 1.410 1.384 1.387 1.384
C2-C3 1.371 1.409 1.381 1.384 1.381
C5-C6 1.366 1.401 1.376 1.381 1.378
C8a-01 1.361 1.416 1.381 1.383 1.383
01-C2 1.349 1.400 1.375 1.359 1.378

R? - 0.746 0.783 0.875 0.857

* Datos experimentales (Ueno & Norio, 1977)
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Anexo XVIIl. Validaciéon de diferentes conjuntos bases para el método DFT:

. FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

B3LYP para los angulos de enlace en la Delfinidina

Distancias Experimental" | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/ | DFT:B3LYP/
(A) STO-3G 3-21G 6-31G 6-311G
C2-C1-C2 119.4 118.7 118.2 118.6 118.7
C1’-C2-C3 129.2 127.3 129.1 130.1 130.2
C2-C3-C4 119.5 119.5 119.7 120.7 120.7
C3-C4-C4a 121.3 120.7 121.9 121.4 121.4
C4-C4a-C8a 118.4 119.0 118.7 118.5 118.5
C8a-C4a-C5 1171 117.4 118.2 117.2 117.2
C4a-C5-C6 120.0 120.1 119.3 120.4 120.5
C5-C6-C7 120.0 120.4 121.0 119.9 119.8
C6-C7-C8 1221 1211 120.7 121.8 121.8
C7-C8-C8a 116.7 118.0 117.8 116.9 117.0
C8a-01-C2 123.7 120.0 124.9 125.1 125.1
01-C2-Cr 112.4 112.5 114.0 113.6 113.6
C1-C2-C3 120.3 120.8 120.7 120.4 120.4
C2'-C3-C4’ 120.4 118.2 118.9 119.6 119.7
C3-C4’-C5 119.5 121.0 121.0 120.3 120.3
C4-C5-Ce6’ 120.9 120.6 120.7 121.0 121.0
C5-C6-C1’ 119.9 118.7 119.1 119.0 119.1
C6’-C1’-C2’ 118.9 120.7 119.6 119.6 119.5
R? - 0.833 0.910 0.958 0.961

* Datos experimentales (Ueno & Norio, 1977)
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