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RESUMEN
Del colorante de la “hierba santa” Cestrum hediondinum D., se separd seis fracciones. El
solido de la fraccion C presenta &, 546 nm (Bl), 282 nm (BII) y un hombro a 328 nm. El
precipitado de la fraccion A, &, 520 nm (Bl), 280 nm (BIl); ambos polimerizan con
formaldehido en medio &cido oxalico aun pH entre 3,0a4,0. Esto es confirmado por el estudio
espectroscopico IR de los s6lidos obtenidos, los que muestran la aparicion de bandas 1452 cm’
'y 778 cm™*, correspondientes al grupo metileno. El estudio espectroscopico IR del solido
polimérico de la fraccion C con tricloruro de aluminio nos muestra bandas fuera del intervalo
normal 2993 cm™y 2465,72 cm™ y la variacion en las sefiales 1312 cm™ y 1073 cm™, todas
relacionadas a los enlaces C-O y O-H fendlicos. El estudio SEM del sélido polimérico de la
fraccion C conaluminio (111) no muestra unaadsorcion uniforme.
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POLYMERIZATION OF ANTHOCYANIN COMPOUNDS PRESENT
IN THE COLORING OF THE YERBA SANTA (Cestrum hediondinum
D.) AND PROOF OF ION ADSORPTION ALUMINUM (I1I)

ABSTRAC

Of the coloring of the “hierba santa” Cestrum hediondinum D., they separated six fractions.
The solid of the fraction C &,,, 546 nm (Bl), 282 nm (BII) and a shoulder to 328 nm. The
precipitate of the fraction A, &, 520 nm (BI), 280 nm (BII); polymerised with formaldehyde
in oxalic acid ata pH between 3,0to 4,0. Is This confirmed by the IR spectroscopic study of the
obtained solids those that show the appearance of bands 1452 cm™ and 778 cm®
corresponding to the methylene group, which would confirm the polymerization. The IR
spectral studies of solid polymer of the fraction C with aluminum trichloride shows us bands
outside of the normal interval 2993 cm™ and 2465,72 cm™ and the variation in the signs 1312
cm™ and 1073 cm™ all related to the connection C-O and O-H phenols. The study SEM of the
solid polymer of the fraction C with aluminum (111), not being uniform the adsorption.
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INTRODUCCION
La hierba santa, cuyo nombre cientifico es Cestrum hediondinum D., es una planta silvestre
que en Arequipa laencontramos en los distritos de Sabandia, Characato, Chiguata, Mollebaya
y alolargo de las riveras del rio Chili; es un arbusto muy ramificado, de olor desagradable, de
hojas elipticas lanceoladas, flores tubulosas de color verdusco-amarillento. El fruto es una
baya ovoide, violacea-negrusca, dispuesta en racimos, que presenta un colorante que es la
mezclade cinco compuestos antocianicos al estado de glicosidos.
Debido a su estructura, los compuestos antocianicos pueden ser usados como ligandos en la
coordinacion de iones metalicos, por lo que la diversidad de colores en las flores es explicada
por la formacion de quelatos entre el metal y la sal flavilio de color rojo de la antocianina. Los
metales mas comunes en complejos con antocianinas reportados son: Sn, Cu, Fe, Al, Mg, y K°.
Asimismo, se ha demostrado que en el vino, tanto los antocianos como los taninos pueden
unirse por medio de una reaccion en la que interviene el acetaldehido. Esto da lugar a
productos enlazados por puentes de etilo (T-etil-T), aductos de tanino-antocianos (T-etil-A) y
antocianos entre si (A-etil-A).°
Tomando en consideracion lo anterior se plante6 el objetivo de polimerizar los compuestos
antocianicos presentes en el colorante de la hierba santa (Cestrum hediondinum, D.) y probar
suaplicacion en laadsorcion de iones aluminio.

PARTE EXPERIMENTAL
La materia prima fue los frutos maduros de la especie vegetal Cestrum hediondinum, D.
“hierba santa”. La muestra fue recolectada entre las siete y diez horas en el distrito de
Characato — Arequipa, en latitud (°) -16,40; longitud (°) -71,52 y elevacion (msnm) 2413,
siendo latemperatura promedio de 20°C.

Extraccion de antocianinas por maceracion simple en refrigeracion a4 °C

Se pesd 100 gramos de hollejo estabilizado seco y pulverizado y se extrajo con 1000 mL de
solvente etanol:agua 70:30, por 48 horas. Terminado el tiempo de maceracion, se decantoy se
realiz6 la filtracion al vacio utilizando para los lavados porciones etanol-agua. El filtrado fue
concentrado a una temperatura no mayor a 30 °C para evitar ladegradacion.’

Separacion por cromatografia en columna de los compuesto antocianicos

20 mL de la solucién concentrada del filtrado se mezclaron 20 g de silicagel 60 (0,063-0,200
mm). La mezcla fue secada a temperatura ambiente, pulverizada en un mortero de porcelanay
colocada en una columna cromatogréfica; previamente es empacada con silicagel y saturada
con el propan-2-ol. Se eluy6 con propan-2-ol, etanol absoluto, etanol al 98% y agua destiladay
se colectd diferentes fracciones.

Caracterizacion por espectroscopia UV-VIS de antocianinas; barrido espectral de 200-
800 nm

Se pesd 0,01 g de muestra proveniente de las fracciones colectadas y se disolvié en 10 mL de
metanol espectroscopico Uvasol® (Merck), adicionando 3 gotas de solucion acuosa de HCl al
50%, y se realizé el barrido espectral de 200 a 800 nm, previa calibracion con el blanco.

Espectroscopia UV-Vis con el empleo de reactivos diagnosticos

Se empled metoxido de sodio, tricloruro de aluminio, tricloruro de aluminio/acido clorhidrico
y acetato de sodio, tal como lo indica la literatura.’

Caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo (IR) de las antocianinas

Los espectros fueron registrados en espectrofotdmetros con transformada de Fourier Perkin-
Elmer a partir de muestras solidas (Universidad Nacional Mayor de San Marcos).
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Sintesis de polimeros

Se mezclé 20 g de antocianina, 3,5 g de una solucion acuosa de formaldehido al 37% de pureza
y 50 mL de metanol; la mezcla se calienta a reflujo en un bafio maria con movimiento hasta la
formacién de una solucidn homogeénea; luego se afiade 1 g de &cido oxalico y se calienta por 1
hora; se afiade metanol (50 mL) y se prosigue con el calentamiento 1 hora més. Luego se filtra
y lava el precipitado con etanol.

Caracterizacion del polimero

Se determind los grupos funcionales por espectroscopia IR y lasolubilidad por la variacion del
indice de refraccion del solvente.

Se coloc6 0,01 g del polimero enun tubo de ensayo provisto de tapa al que se afiade 2,0 mL de
disolvente. Se agita continuamente y se mide el indice de refraccién del liquido; se utiliz6 un
refractdmetro Abbé.’

Caracterizacion estructural del polimero: Microscopia electréonica de barrido

La muestra fue metalizada con oro. La observacion punto por punto fue realizada con un
microscopio electrénico de barrido, el SEM XL20 de PHILIPS, equipado con detector de
electrones retrodispersados y microanalizador de difraccion de rayos X por energia dispersiva
EDAX DX-4idel Centro de Microscopia electronicade la UNSA.

Pruebas de adsorcion de iones metalicos aluminio (III) por interaccion sélido- liquido

Se colocd en contacto 10 mL de una disolucion metanélica de AICI, 0,2 M preparada a partir de
tricloruro de aluminio anhidro, con 0,1 g de polimero a temperatura ambiente durante 24
horas con agitacion constante; luego el polimero es filtrado, lavado con metanol y secado, para
su analisis por espectroscopia IRy SEM.

RESULTADOS Y DISCUSION

Separacion por cromatografia en columna de los compuestos antocidnicos

Se obtuvo seis fracciones codificadas comoA, B, C, D, E, F. La fraccion D eluida con etanol de
98° muestra la mayor concentracion de compuestos antocianicos. Siendo la fraccion Ay D
inestablesy laF insoluble en metanol.

A continuacion se veran los resultados correspondientes a la fraccion C y al precipitado de la
fraccionA.

Caracterizacion espectroscopica UV-Vis de antocianinas
Los resultados experimentales para la fraccion C se muestranen latabla 1.

Tabla 1. Resultados UV-Vis de la fraccién C

Reactivo & maxima absorbancia (nm) Tipo de desplazamiento
Banda Banda Acilacion | Banda Banda Acilacion
[ Il I Il

HCI 546 282 328 patron patron patron

AICl; 590 280 326 * ninguno  ninguno

AICIy/HCI | 549 280 328 ninguno  ninguno  ninguno

NaOMe 620 degradacion 384 * sin sefial *

NaOAc 618 degradacion 378 * sin sefial *

*Batocrémico
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El espectro UV-Vis obtenido en un espectrofotometro  UV-Vis 8452 A Hewlett Packard
corresponde a un compuesto antocianico por las caracteristicas de las bandas | y II,
posiblemente derivado de la delfinidina (Emax. 546 nm, 282 nm), presentando una sefial
adicional correspondiente a un compuesto acilado, que por el valor seria del 4cido cafeico’, el
cual estaria anulando el efecto del azlcar. Los resultados con los reactivos diagnostico,
evidencian grupos OH en posicién orto y sensibles a la ionizacion, con grupos OH libres en el
anilloA, posiciones C5y C7.

Enlatabla2 se presentan los resultados experimentales para el precipitado de la fraccién A.

Tabla 2. Resultados UV-Vis del precipitado de la fraccion A

Reactivo & maxima absorbancia (nm) Tipo de desplazamiento
Banda Banda  Acilacion | Banda Banda Acilacion
| 1] | 1]
HCI 520 280 Sinsefial | ninguno ninguno Sin sefal
AICl3 582 274 358 * ninguno nueva sefal
AICI3/HCI | 526 280 370 ninguno ninguno *
NaOMe 596 262 346 * el *
NaOAc 552 270 Sin sefial * *x Sin sefal

*Batocrémico; ** hipsocrémico

Igualmente, se deduce que la antocianina presenta grupos o-hidroxilo en el anillo B, sensibles
a la ionizacion con metoxido de sodio; los grupos OH del anillo A muestran una variacion
hipsocrémica con metdxido de sodio y acetato de sodio en la sefial asi como una disminucion
en laabsorbancia.

Eleccion de las antocianinas monoméricas
El mondmero antocianico para el proceso de polimerizacién debe cumplir con el requisito
estructural de presentar un OH en C7,y o-hidroxilos para la coordinacién conelion Al (111).

Tabla 3. Presencia de grupo OH de las antocianinas en las diferentes fracciones

Condiciones Fraccion Precipitado de la
estructurales A B C D E fraccion A
0-OH anillo B + + + + - +
5-OH anillo A - - + + + No es marcada la
sefal
7-OH anillo A inestable - + - - No es marcada la
sefal

Deacuerdoa los resultados, (tabla 3), podemos concluir que para el proceso de polimerizacion
se elige la fraccion C etandlica por tener grupos OH en posicion orto y los grupos OH de las
posiciones C5y C7 libresy el precipitado de la fraccién Apropan-2-ol por tener grupos OH en
posicién orto e indicios de OH libre en laposicién C5y C7.
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Caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo (IR) de las antocianinas

Antocianina dela fraccion C

El espectro IR corresponde a un compuesto aromatico con grupos hidroxilos. No ha
presentado bandas para grupos metoxilos (2850cm™, 2815 cm™, 1237cm™y 1272cm™).

Antocianina precipitada dela fraccion A
El espectro IR corresponde a un compuesto aromatico con grupos hidroxilos. No ha
presentado bandas para grupos metoxilos (2850 cm*,2815 cm™, 1237 cm™y 1272cm’™).

Sintesis de polimeros
Latécnicade polimerizacion empleada cumple con las siguientes condiciones de reaccion:

Estructurales: De acuerdo a los resultados espectroscopicos UV-Vis e IR, estamos
frente a nucleos derivados de la delfinidina (fraccion C) y cianidina (precipitado de la
fraccion A), compuestos polifendlicos con el grupo OH libre en C7, necesario para el
ataque electrofilico en posiciones Cé y C8.

Relacion molar de la antocianina y el formaldehido: La relacion molar para la
obtencién de un polimero lineal esta en funcidn de los grupos activos en los monémeros.
En el caso del fenol, es trifuncional (dos posiciones orto y una para); la molécula de
metanal es bifuncional, por lo que la relacién molar fenol — metanal es de 1: 0,75-0,80.
En el caso de la antocianina se estaria comportando como una molécula bifuncional con
solo dos posiciones para reaccionar C6 y C8, por lo que se opt6 por una relacion molar
1:1; se tomé como peso molecular referencial para la antocianina el de la delfinidina-3-
O-glucésido (465 g/mol).

Medio de la reaccion: El metanol estabiliza al ion hidroximetilcarbono por su naturaleza
nucleofilica. En general, los reactivos polares favorecen los mecanismos de reaccion
i6nicos.

pH: En este tipo de reaccién donde las antocianinas son los mondémeros, es importante el
pH, el que debe ser acido para evitar la degradacion de la antocianina por apertura del
anillo C hacia la formacidn de chalcona con pérdida irreversible de sus propiedades. Un
pH de 3 a 4 en la reaccion permite tener a la molécula de antocianina al estado de ion
flavilio en equilibrio con la pseudobase carbinol.

El ion flavilio se comporta como un electréfilo siendo su forma pseudobase carbinol la
que es mas susceptible al ataque electrofilico del ion hidroximetilencarbono en sus
posiciones nucleofilicas C6y C8.

El pH esta dentro del rango 3,5- 4,1 del vino tinto, en el que se da reacciones de
condensacion hacia la formaA-etil- AOH.’

Catalizador: El catalizador elegido fue el &cido oxalico por ser un &cido débil que
permite alcanzar facilmente el pH de la reaccidon y mantenerlo constante durante todo el
proceso de polimerizacion.

Temperatura: Se trabajo a una temperatura de 50 °C para evitar la degradacion de los
compuestos antocianicosy la ebullicién del disolvente.

Caracterizacion fisicoquimica de los s6lidos obtenidos

Analisis del espectro IR del s6lido polimérico de la fraccion C

De acuerdo a las sefiales en el espectro IR obtenido, podemos indicar que hay polimerizacion
por la aparicion de nuevas bandas en 1452 cm™ y 779 cm™ correspondientes a los grupos
metileno (figura1).
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Figura 1. Espectro IR de la antocianina de la fraccion C y espectro IR del sélido polimérico

Analisis del espectro IR del sélido polimérico del precipitado dela fraccion A

De acuerdo a las sefiales en el espectro IR obtenido podemos indicar que hay
polimerizacion por la aparicion de nuevas bandas en 1460 cm™ y 778 cm™ correspondientes
a grupos metileno en el sélido obtenido (figura 2).
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Figura 2. Espectro IR de la antocianina de la fraccion Ay espectro IR del sélido polimérico

Mecanismo de reaccion

De acuerdo a los resultados experimentales obtenidos se propone un mecanismo de
polimerizacion que implica formacion de uniones metilénicas entre antocianos. Se toma en
consideraciénal anillo A, yaque paraexplicar la polimerizacion de los antocianos Unicamente
los anillos Ao C toman parte en las reacciones de polimerizacion.” Las antocianinas difieren en
el patron de sustitucion en el anillo B, por lo que los distintos sustituyentes de anillo B no
deberian tener ningtin afecto en el ratio de polimerizacion de unos antocianos u otros.’

La polimerizacion termina cuando la molécula en crecimiento se hace insoluble en el
disolvente y precipita.

De acuerdo a los resultados experimentales podemos indicar que los polimeros obtenidos
sobrepasan el grado de oligémeros, es decir, las ocho unidades residuales de antocianinas, por

lo que precipitan.”
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También se puede concluir que las moléculas poliméricas contienen unidades residuales de
antocianinas al estado de iones flavilio evidenciado por el color purpura de los so6lidos
obtenidos.”

El pH de 3 a 4, en el proceso de polimerizacidn, asegura la presencia del equilibrio entre los
iones flavilio consus pseudobases carbinol.

Solubilidad

La muestra polimérica de la fraccion C etandlica fue sometida a disolventes del orden
hidrofilico a lipofilico, registrandose el indice de refraccién cada veinticuatro horas durante
cuatro dias. De los disolventes ensayados se pudo observar la variacion progresiva del indice
de refraccion del hexano, concluyéndose que el sélido polimérico es insoluble en agua y
etanol, acetato de etilo y parcialmente soluble en hexano por lo que se confirma el cambioen la
estructura de la antocianina ya que la molécula monoméricas de antocianina es soluble en
aguay etanol cuando estan al estado de glicésidos y solubles en etanol al estado de aglicona.

Caracterizacion estructural SEM del polimero

Los sélidos poliméricos obtenidos a partir de antocianinas glicosidicas presentan el problema
de hidratacién, no pudiéndose tomar imagenes adecuadas, por lo que se opt6 por polimerizar
la aglicona de la fraccion C etandlica, registrandose las imagenes en el SEM, las cuales nos
muestran un sdlido poroso (figura 3).

Figura 3. Imagen SEM del polimero de la aglicona de la fraccion C y del polimero del
precipitado de la fraccion A

Pruebas de adsorcion de iones aluminio (I1T)

La pruebas se realizaron con el polimero obtenido a partir de la fraccion C etandlica; la
solucion metandlica de tricloruro de aluminio estuvo en contacto con el sélido polimérico por
24 horas a temperatura ambiente; luego fue filtrado y lavado con metanol. Al secar el s6lido
polimérico, inicialmente de color purpura, cambi6 a azul lo que ya evidencia la coordinacion
de los grupos o-hidroxilo con losiones AI*".

Espectro IR de adsorcion de iones aluminio (I1I)

El espectro IR muestra una sefial 2993 cm™ que esta fuera del intervalo normal, indicando un
equilibrio con la formacion de un quelato; la sefial 2465,72 cm™ esta también fuera del
intervalo normal relacionada al estiramiento del enlace O-H.

La variacion en las sefiales 1312 cm™y 1073 cm™ también estan relacionadas con los enlaces
O-HyC-0.
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De acuerdo a las sefiales en el espectro obtenido podemos indicar que la interaccion de las
antocianinas poliméricas con los iones aluminio afecta las bandas correspondientes a los
grupos—OH fenolicos.

Analisis SEM de adsorcion de iones aluminio (I1T)
La figura4 muestra la composicion quimico porcentual SEM del polimero con el ion aluminio
(111); se confirma laadsorcion del ion AI*", y que no es uniforme en toda la muestra.

Figura 4. Analisis quimico porcentual de toda el area de la imagen y porcentual puntual

CONCLUSIONES

- Delcolorante de la hierba santa se separaron seis fracciones. La caracterizacion UV-Vis
dio como resultado que las fracciones corresponden a compuestos antocianicos y que
presentan grupos o-dihidroxilos en el anillo B, lo que permite la complejacidon con el ion
Al*, excepto la fraccion acuosa E. La caracterizacion IR confirma la presencia de grupos
hidroxilos.

- Elsolido de lafraccion C de €, 546 nm (BI), 282 nm (BII) y un hombro a 328 nm, y el
precipitado de la fraccion A de &,, 520 nm (BI), 280 nm (BIl), polimerizan con
formaldehido en medio acido oxalico a un pH de 3,0 a 4,0. Esto es confirmado por el
estudio espectroscopico IR de los sélidos obtenidos, los que muestran la aparicion de
bandas 1452 cm™ y 778 cm™, correspondientes al grupo metileno, lo que confirma la
polimerizacion.

- El s6lido polimérico de la fraccidn C etandlica es parcialmente soluble en hexano, lo que
indica una modificacién estructural de laantocianina inicial soluble enaguay etanol.

- Elestudio espectroscépico IR de la muestra polimérica de la fraccion C que es sometida a
la accion de una solucién de tricloruro de aluminio, nos muestra bandas fuera del
intervalo normal 22993 cm™ y 2465, 72 cm™, y la variacion en las sefiales 1312cm™ y
1073 cm™, todas relacionadas con los enlaces C-O y O-H fendlicos.

- Elestudio SEM del sélido polimérico de la fraccion C con aluminio (111) no muestra una
adsorcion uniforme.
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