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INTRODUCCION

Los colores en la naturaleza y particularmente en los alimentos
son muy importantes para el hombre desde muchos puntos de vista.
Entre todos esos colorantes vegetales, las antocianinas son respon-
sables por toda una gama de colores que van desde el rojo, el azul,
el anaranjado y el purpure hasta el violeta.

La preservacion del color natural en los alimentos es factor de
calidad y tiene gran influencia en lo aceptacion que les brinda el
consumidor. Cuando los alimentos se manejan y almacenan en
malas condiciones, el color puede sufrir cambios indeseables que
pueden estar intimamente relacionados con cambios desfavorables
en la calidad.

El concentrado de wva roja con sabor neutro se usa amplia-
mente en la industria de alimentos como fuente de color.

Las antocianinas son uno de los principales constituyentes
fendlicos presentes en el vino rojo. Ellos contribuyen a la calidad
del vino en lo referente a brillo y astringencia. Por otro lado las
uvas altamente coloreadas rara vez producen vinos de calidad
aceptable. (Chen & Luh, 1965).

El conocimiento de la naturaleza de los pigmentos responsa-
bles de su color es de especial importancia pare los genetistas,
botdnicos, etc., que tratan de desarrollar nuevas variedades de uvas
con color de mejores caracteristicas. También es importante para
todos aquellos que utilizan las uvas como materia prima en la fa-
bricacion de alimentos. (Rankine et al., 1958).

Este trabajo estudia algunas de las propiedades de las anto-
cianinas presentes en las uvas var. Niabell con el objeto de rela-
cionar estas propiedades para tratar de establecer su identidad.

El estudio completo incluye aislamiento y purificacién de las
diferentes antocianinas por medio de intercambio iénico y croma-
tografia en papel, identificacion de los pigmentos basados en sus
valores Rf, el andlisis de los productos resultantes de la hidrélisis
deida y de sus propiedades de absorcion en el espectro visible y la
region ultra-violeta.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Entre los investigadores que han centrado su atencién sobre
lo estructura bdsica de las antocianinas figuran Hayashi (1962),
Robinson y Col. (1932), Abe y Hayashi (1956), Bate-Smith (1948)
¥y Harborne (1958 a y b).

Numerosos investigadores han dirigido su atencién hacia las
antoctaninas de las uvas. Entre ellos figuran: Albach, Kepner y
Webb (1963, 1965), Somaatmadja y Powers (1963), Akiyoshi,
Webb y Kepner (1963), Smith y Luh (1966) y Carrefio y Luh
(1967).

Otros han centrado su atencion en las antocianinas de otros
productos vegetales como cerezas, frambuesas, cebolla cabezona,
rutbarbo, etc. Entre ellos figuran: Daravingas y Cain (1965),
Lynn y Luh (1964), Hsia, Luh y Chichester (1965), Bonnie y Fran-
cis (1967), Elbe y Schaller (1968), Wrolstad y Heatherbell (1968),
Fuleki y Francis (1968), Co y Markakis (1968), Elbe, Bixby y
Moore (1969), Wrolstad y Putman (1969).

MATERIALES
1. Uwvas.

Las uvas de la var. Niabell fueron cosechadas en el huerto de
la Universidad de California (Davis) de arboles de 12 afios de
edad. Fueron procesadas convenientemente y envasadas en envases
metalicos N¢ 214 y almacenadas a — 23° C.

El anélisis de las uvas dio: (Olmo y Koyama, 1962).
Sélidos solubles: 20.2%.

Acidez total (como Aacido tartarico) 0.47%
pH 4.22.

La fruta es muy coloreada, grande, muy palatable y forma ra-
cimos grandes.

2. Solventes de elucién y extraccion.

Acido clorhidrico en metanol absoluto al 0.1%, 0.2% y 0.5%
(p/v) de acido, para la extraccion.

Acido clorhidrico en metanol absoluto al 0.01% (p/v) de acido
como solvente para los espectros de absorcién.
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3. Papel y cimaras para cromatografia.

Se utilizé6 papel Whatman 3 M M para aislamiento y purifica-
cién de las antocianinas y papel Whatman N¢ 1 para las determi-
naciones de los valores Rf, analisis de acidos, azlicares y productos
de hidrélisis.

4. Solventes.

Los solventes utilizados para los diferentes fines, estan deta-
llados en la tabla I.

5. Reactivos cromogénicos.

Para la identificacién de los azlicares se utiliz6 un reactivo
preparado con anilina, acido ftalico y n-butanol saturado con agua
(Partridge 1958). Para la identificacién de los compuestos fené-
licos resultantes de la hidroélisis acida de las antocianinas se utilizé
la p-nitroanilina diazotada DPNA. Este reactivo requiere condicio-
nes especiales de preparaciéon y uso.

6. Patrones de compuestos fendlicos.

Se utilizaron soluciones de acidos caféico, p-cumarico, fertilico
y clorogénico en éter etilico para identificacién de los 4cidos orga-
nicos. En los estudios de los productos de degradacién alcalina se
utilizaron soluciones de acidos siringico, vanilico y galico, 3-0-me-
tilgalico y p-hidroxibenzoico y de floroglucinol en éter etilico.

7. Patrones de azucares.

Se utilizaron soluciones acuosas de glucosa, galactosa, arabi-
nosa, xilosa, ramnosa y maltosa.

8. Resinas de intercambio idénico.

Para la separacion masiva de las antocianinas se utilizé la re-
sina catiénica Dowex 50 W X 4 malla 100-200 (J. T. Baker Chemi-
cal Co., Phillisburg, N. J.). Estas resinas fueron convenientemente
activadas y purificadas.

Para la remocion de los iones cloruro en la separacion de los
azlcares y los aglicones se utiliz6 la resina aniénica Dowex 1 X 8
malla 100-200. La resina en su forma de acetato fue preparada de
acuerdo al método descrito por E]l Khidir (1969).
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TABLA 1

Solventes utilizados para la seraracidn e identificacién de las antocianinas.

Abreviatura Descripeién de la composicién Rﬂj‘;j"’“ ut(ljl'(?::da Cﬂ‘:‘:‘i‘t‘:;? m::::d‘:’ (?IG;.)
BAW! (1) n-butanol: A4cido acético: Agua 4: 1:5 Superior Antocianinas 18 (Rf.)
Azlcares 18 (Rf.)
Azicares 36 (Rf.)
Acidos 18 (Rf.)
AWH (2) acido acético: Agua: A. Clor. 12 N. 15:82:3 miscible Antocianinas 12 (Separ)
Antocianinas 5.5 (Rf.)
2% HoAC (3) Acido acético: Agua 2:93 miscible Acidos 4 (Rf.)
Eth: HoAC: H20 (4)?® Acetato de etilo: acido acético: Agua 3: 1:3 Superior Azicares 15 (Rg.)

T"BAW para la separacién e identificacion se dejé equilibrar por lo menos 3 dias antes de usarlo (Bate-Smith 1948).

* El solvente se dejo equilibrar durante 12 horas antes de usarlo.



9. Espectrofotémetro.

Los espectros de absorcién de los pigmentos purificados y su
comportamiento frente a la solucién de cloruro férrico fueron to-
mados en un espectrofotémetro Beckman DK-2 con registrador y en
un espectrofotémetro Beckman D-U.

METODOS

1° EIl proceso de extraccion de las antocianinas es basicamente
el mismo descrito por Chen y Luh (1965). El solvente utilizado fue
meétanol con 0.1% (p/v) de acido clorhidrico, con concentraciones
crecientes de acido hasta 0.5% (»n/v). La purificacion del extracto
se hizo con resina de intercambio idnico. Se puso atencién especial
a la elucién, manejo y almacenamiento del extracto. El liquido pu-
rificado y concentrado se denominé “extracto crudo’.

29 Separacion de los ptgmentos.

La separaci6on primaria se hizo por cromatografia en papel con
los solventes 1 y 2, elucion y concentracion de los liquidos de eluciéon
a presién reducida.

Los diferentes colorantes se nombraron con numeros arabigos:
1, 2, 3, etc., de acuerdo a su orden de apariciéon con relacién a la
linea de origen del cromatograma desarrollado con el solvente 1,
siendo el colorante 1 el mas préximo al origen. Los colorantes se
nombraron luego con letras de acuerdo a su orden de aparicién en
relacién con la linea de origen en los cromatogramas desarrollados
con el solvente 2, siendo el colorante 2a el mas préximo a la linea
de origen del concentrado del producto de elucién del colorante de
la banda 2.

39 Cromatografia bidimensional.

Se hizo con el extracto crudo, para determinar el nimero de
compuestos y su posicion relativa en el cromatograma. Se utilizaron
solvente 1, (18 hr.) y solvente 2 (12 hr.) en direccién descendente.

49 Hidrélisis dcida.
Se hizo de acuerdo al método descrito por Abe y Hayashi

(1956) para cada uno de los pigmentos aislados y para el extracto
crudo.

5% Grupos dcidos en la antocianina.

El anélisis de los 4cidos en las antocianinas se hizo por croma-
tografia a partir del extracto etéreo concentrado proveniente de la
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extraccién de los 4cidos presentes en el liquido de hidroélisis acida
con este solvente. Los cromatogramas se desarrollaron con solvente
1 (18 hr.) y con solvente 3 (4 hr.) en direccion descendente, junto
con patrones de 4cidos caféico, p-cumarico, ferilico y clorogénico.

La identificacién se basé sobre los valores Rf y el comporta-
miento frente a la luz U.V,, los vapores de amoniaco y la solucién
de DPNA. Igual tratamiento se hizo al extracto crudo.

6° Andlisis de los carbohidratos.

Los carbohidratos presentes se extrajeron de la porcién acuosa
proveniente de la hidrélisis acida, después de tratamiento con la.
resina aniénica y la catiénica.

La identificacién se hizo por cromatografia en papel utilizando
el solvente 1 (36 hr. y 18 hr.) junto con patrones de glucosa, ga-
lactosa, arabinosa, xilosa, ramnosa y maltosa. Se tomaron los va-
lores Rf y Rg después de revelar con el reactivo de acido ftalico y
anilina.

Lo mismo se hizo para los carbohidratos presentes en el ex-
tracto crudo.

T° Estudio de los aglicones.

Los aglicones obtenidos por hidrélisis 4cida del extracto crudo
se absorbieron con resina Dowex 50 W X 4 y se hizo elucién con
metanol con 0.1% (p/v) de acido clorhidrico. El eluato se concen-
tré a presién reducida.

8° Degradacion alcalina de los aglicones.

Los aglicones obtenidos del extracto crudo se sometieron a hi-
drolisis alcalina con hidréxido de bario al 12% (p/v) a 105°C
por 1 hr. Toda la operacién requiere cuidadoso control de las con-
diciones de hidrélisis. Los productos de degradacién se extrajeron
con éter. E]l extracto etéreo concentrado se aplicé sobre papel
Whatman N? 1 junto con soluciones patrones de acidos siringico,
vanilico, gaico, 3-0-metilgélico, protocatecuico, p-hidroxibenzoico y
floroglucinol.

La cromatografia y la identificacion de los compuestos aroma-
ticos se hizo de la misma manera que para los 4cidos orgénicos.

9° Cromatografia de las antocianinas.

Los pigmentos purificados fueron colocados en papel What-
man N? 1 y desarrollados con solvente N? 1 (18 hr.) y solvente N°? 2
por 5,5 hr. Se observaron bajo luz U.V. y se tomaron los valores Rf.
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10. Espectros de absorcion.

Se tomaron con un espectrofotometro Beckman DK-2 con re-
gistrador en las regiones visible y ultra-violeta.

Los colorantes se disolvieron en metanol con 0,01% (p/v) de
acido clorhidrico. El cambio batocrémico se hizo con 3 gotas de
solucién de cloruro de aluminio al 5% (p/v) en alcohol etilico
al 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. El método de extraccién y purificacién de las antocianinas
con la resina catiénica probé ser satisfactorio. Los pigmentos no
pueden ser eluidos completamente aun con cantidades relativamente
grandes de liquido (3 litros). Se evit6 siempre la adicién de gran-
des cantidades de resina debido a que los pigmentos pueden ser
removidos menos eficientemente. Siempre se prefiri6 repetir las
extracciones con el objeto de aumentar el rendimiento.

El tiempo de contacto de la resina con los pigmentos es un fac-
tor muy importante. La resina no debe dejarse en contacto con las
antocianinas por mas de 30 minutos. También es necesario remover
bien los compuestos fenédlicos y los azilicares presentes en el medio
antes de eluir las antocianinas. Estos compuestos interfieren en la
separacién y purificacién. La estabilidad de los compuestos resulta
seriamente afectada por la luz, el oxigeno y los cambios de pH. Es
aconsejable cubrir todos los recipientes con ldmina de aluminio y
remover el oxigeno atrapado por burbujeo de nitrégeno.

El solvente debe contener suficiente cantidad de HCI para ase-
gurar la estabilidad del compuesto. Se observé mejor estabilidad del
compuesto con metanol con 0.1% (p/v) que con 0.1% (v/v). El
solvente se prepard agregando 3 ml. de acido clorhidrico a sufi-
ciente cantidad de metanol para hacer 1.000 ml. de solvente.

2. Cromatografia bidimensional de las antocianinas.

Sobre una ldmina de papel Whatman 3 M M se aplicar: n unos
20 pl del extracto crudo. Se hizo el recorrido con solvente 1 (4:1:5)
en la direccion mas larga por 18 horas y en forma descendente y
con solvente 2 (15:82:3) durante 12 horas en direccién descendente.

La figura N° 1 muestra la posicién relativa de los compuestos
en el cromatograma. Los pigmentos mas abundantes estdn demar-
cados con lineas continuas y los menos abundantes con lineas dis-
continuas.

Algunos pigmentos, particularmente el pigmento N° 9 y otros
pigmentos menores, no aparecieron en todos los cromatogramas.



Fig No. 1. CROMATOGRAFIA BIDIMENSIONAL DE LAS ANTOCIANINAS

DE UVAS VAR. NIABELL.
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Los cromatogramas bidimensionales muestran cierto grado de
superposicién de las manchas. La mayoria de los compuestos se lo-
calizaron en la parte inferior derecha del cromatograma. Los cam-
bios producidos en el color de las manchas correspondientes a anto-
cianinas, por atomizacién de cloruro de aluminio al 5% (p/v) en
etanol, no fueron muy definidos. El cambio de color fue més apa-
rente por adicion de la solucion de cloruro de aluminio al colorante
disuelto en metanol con 0,01% (p/v) de acido clorhidrico.

Los cambios producidos en el espectro de absorcién por adicién
del reactivo de cloruro de aluminio no fueron muy aparentes.

De la cromatografia bidimensional se dedujo que el extracto
crudo contenia por lo menos 13 compuestos diferentes.

Estos compuestos se nombraron con nimeros arabigos en or-
den creciente con relacién a la linea de aplicacién en la direccién de
recorrido con el solvente 1, siendo el compuesto N° 1 el mas préximo
al origen. Los pigmentos también fueron nombrados con nimeros
arabigos de acuerdo a su posicion en relaciéon con la linea de origen
en el recorrido con el solvente 2, ej: los pigmentos Nos. 4, 5 y 6
estdn méas o menos al mismo nivel en la primera direccion, pero el
compuesto N° 5 estd méas préximo a la linea de origen de la segunda
direccién, que los pigmentos Nos. 4 y 6, pero un poco més arriba que
el pigmento N° 4. Del cromatograma bidimensional se dedujo que
los pigmentos o comnduestos mas abundantes son los Nos. 1, 3,
4, 5y 1.

3. Separacion y purificacion.

La identificacién de las antocianinas depende en gran parte de
la eficiencia de la separacién y purificacién. La obtenciéon de com-
puesto purificado en cantidad suficiente vara los analisis quimicos,
depende no solamente de su concentracién relativa en las uvas sino
también de sus caracteristicas cromatograficas.

La separacién de las antocianinas del extracto crudo utilizando
cromatografia monodimensional no resulté ser efectiva ni con el
solvente 1 ni con el solvente 2 por separado.

La separacién con solvente 1 (18 hr.) result6 en zonas super-
puestas debido a la baja movilidad de los compuestos en este sol-
vente.

La separacion con solvente 2 (12 hr.) produjo bandas més an-
chas con mucha superposicién. La separacion satisfactoria se obtuvo
por combinacién de los métodos utilizando solvente 1 en la direccién
mas larga y luego solvente 2 en la direcciéon corta.
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En los cromatogramas desarrollados con solvente 1 las anto-
cianinas del extracto crudo se separaron en 5 bandas. Las bandas
se cortaron en piezas pequefas y los colorantes fueron eluidos y
concentrados.

Los concentrados se aplicaron sobre papel y se desarrollaron
con solvente 2. Por lo general este solvente produjo bandas bien
separadas. El solvente 1 produjo bandas méas angostas pero con
algin grado de superposicion.

Se observo6 la presencia de mas de un compuesto en cada banda,
excepto en la banda N° 1 que produjo solo un compuesto.

Sobrecalentamiento durante la aplicacién de las bandas o de
las manchas del extracto crudo produjo polimerizaciéon de los com-
puestos y la movilidad se redujo casi a 0. No fue posible remover
completamente las antocianinas adsorbidas en el papel, aun ¢on
grandes volimenes de liquido y con agitacion. En este caso se obtu-
vo mayor rendimiento vero la celulosa en polvo fino proveniente del
papel causé interferencia durante la identificacion, especialmente
al tomar los espectros. La celulosa debe eliminarse y, aunque dificil,
puede lograrse en proporcién muy aceptable por filtraciones su-
cesivas.

La separaciéon de las antocianinas presentes en el extracto
crudo, utilizando solvente 1 (4:1:5) produjo 5 bandas bastante di-
ferenciadas.

La tabla II muestra las principales caracteristicas de estas
bandas.

TABLA II
Banda N° Caracteristicas de las bandas
1 Color purpura-azulado. Estd bien condensada y separada de la ban-

da N© 2. No muestra fluorescencia bajo luz U.V. pero exhibe un
color purpura opaco. Aparece a aproximadamente 4.5 cm. del
origen.

2 Color piurpura-azulado. Es mas ancha que la anterior y muestra 2
concentraciones de color hacia sus extremos. No exhibe fluorescen-
cia bajo radiacién U.V. pero muestra un color pirpura opaco. Apa-
rece a aproximadamente 8.5 cm. del origen.

3 Rosado-purpura. Muestra alguna superposicién con la banda N© 4.
Muestra dos concentraciones de color hacia los extremos de la banda.
La parte superior de la banda muestra fluorescencia roja bajo luz
U.V. mientras que la parte inferior muestra un color azul opaco.
Aparece a unos 13 cm. del origen.



Banda N° Caracteristicas de las bandas

4 Rosado. Es mas ancha que la banda N© 3 y presenta algo de super-
posicién con las bandas Nos. 3 y 5. La parte superior de la banda
exhibe una fluorescencia roja. Aparece aproximadamente a 17 cm.
de la linea de origen.

5 Rosado palido. Es mas ancha que la banda N© 4 y muestra consi-
derable grado de superposicién con ella. No exhibe fluorescencia bajo
radiacion U.V. Muestra muy baja concentracion de color. Aparece a
una distancia media de 20 cm. de la linea de origen.

La separacién posterior de las antocianinas presentes en cada
banda utilizando el solvente 2 (15:82:3) por 12 horas, produjo una
sola banda a partir de la banda N° 1; 2 bandas a partir de la banda
N? 2; 3 compuestos a partir de la banda N? 3, y 4 compuestos a
partir de las bandas Nos. 4 y 5 respectivamente.

La dificultad para obtener cantidades suficientes de compues-
tos purificados para las determinaciones de los valores Rf, los espec-
tros de absorciéon y las hidroélisis acida y alcalina, aumenta a me-
dida que aumenta el nimero de compuestos presentes en cada ban-
da. La localizacién y demarcacién de las bandas se hizo con ldmpara
de tungsteno y bajo luz U.V.

Los compuestos 2b, 3a, 4a, 4b y todos los compuestos presentes
en la banda nimero 5 no pudieron aislarse en cantidades sufi-
cientes para hacer la hidrélisis acida.

La tabla III muestra las caracteristicas de color de los com-
puestos aislados por cromatografia en papel y el color de la banda
N9 5 una vez que ellos fueron disueltos en metanol con 0.1% (p/v)
de 4acido clorhidrico y su apariencia bajo radiacién U.V., inmedia-
tamente después de secar los cromatogramas.

TABLA III
Pigmento N© Caracteristicas del color

1 Purpura. No exhibe fluorescencia bajo radiaciéon U.V.

2a Piarpura-rosaceo. No exhibe fluorescencia bajo radiaciéon U.V.

2b Anaranjado-rosaceo. No exhibe fluorescencia bajo radiacién
u.v.

3a Anaranjado-rosiceo. No exhibe fluorescencia bajo radiacién
u.v.

3b Parpura-azul opaco. No exhibe fluorescencia bajo radiacién
U.v.

3c Anaranjado-rosaceo. Fluorescencia roja brillante bajo radiacion
U.V.

4a Rosado. Ligeramente coloreado.
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Pigmento N°© Caracteristicas del color

4b Rosado-anaranjado. Ligeramente coloreado. No exhibe fluores-
cencia bajo radiacion U.V.
4c Purpura. Purpura opaco bajo radiacion U.V.
4d Purpura. Fluorescencia rojo brillante bajo radiacién U.V.
Banda N5 Rosado. Coloracién muy débil. No exhibe fluorescencia bajo ra-
diacién U.V.

4. Hidrélisis dcida.

La hidrélisis acida se hizo siguiendo la técnica de Abe y Ha-
yashi (1956), con el objeto de determinar el namero y posicién de
las moléculas de azicares en la molécula de antocianina.

Los carbohidratos estdn unidos a los grupos hidroxilo en po-
sicién 3, 3 y 5 y muy raramente en posicién 7 del anillo A de las
antocianinas. Las antocianinas con el carbohidrato unido a la mo-
lécula en posicién 5 exhibe fluorescencia bajo luz U.V.

Las antocianinas con el carbohidrato en posicién C7 ocurren
muy raramente (Harborne, 1965) y muestran zonas de absorcién
muy agudas y definidas en la regién comprendida entre 280-290
my (Bonnie y Francis, 1967).

Como no se observaron zonas de absorcion en esta region del
espectro puede deducirse que las moléculas de carbohidrato estan
unidas al anillo en posicién C3 y C5.

Los monoglicésidos al ser hidrolizados con acido clorhidrico
muestran en los cromatogramas dos manchas, sin ningin interme-
dio, cuando el cromatograma se desarrolla con solvente 2.

Los 3,5 diglicésidos producen por hidroélisis acida dos com-
puestos intermedios y un total de 4 manchas (Harborne, 1958).

La unién de los acidos a las antocianinas es mas inestable que
la uni6én con los carbohidratos y el grupo acido estd unido al resi-
duo de carbohidrato. Por lo tanto, es posible obtener un compuesto
intermedio (3 manchas) a partir de un 3-monoglicésido si éste esta
acilado. El producto resultante de la remocién del grupo acido apa-
rece antes que el aglicon en el ecromatograma.

En la discusién de estos cromatogramas, las manchas se nu-
meran en orden creciente a partir de la menos mévil. E]1 pigmento
N9 1 produjo 3 manchas después de la hidroélisis 4cida. Estas corres-
ponden al compuesto original, al intermedio y al aglicén. La mancha
correspondiente al compuesto con menos movilidad es el aglicon.
La mancha N° 1 present6 un color muy claro y no exhibié fluores-
cencia bajo radiacion U.V.

— 90 —



La mancha N©? 2 tenia una intensidad de color intermedia y
no exhibi6é fluorescencia. El anélisis posterior de los grupos acidos
presenté evidencias de la existencia de acido p-cuméirico. Por lo
tanto, puede deducirse que el compuesto N° 1 puede ser un 3-mono-
glicésido acilado con 4cido p-cumaérico.

El compuesto 2a no muestra ningiin compuesto intermedio
producido por hidrélisis 4cida. Ninguna de las manchas muestra
fluorescencia bajo radiacién U.V. Con base en los espectros de
absorcién y el analisis de los grupos acidos puede considerarse que
corresponde a un 3-monoglicésido. El pigmento 3b produjo 5 man-
chas. Solo la mancha N¢ 1 exhibi6 fluorescencia bajo radiacion
U.V. Con base en sus caracteristicas de absorcién puede conside-
rarse como un 3,5 diglicésido acilado con 4cido p-cumarico. El pig-
mento 3c produjo 5 manchas (3 intermedios). Aunque todas las
manchas exhiben una fluorescencia rojo brillante con base en sus
propiedades de absorcion y el analisis de los grupos 4cidos, puede
ser considerado como un 3, diglicésido acilado con acido p-cuma-
rico.

La hidrélisis acida del pigmento 4c produjo 3 compuestos. Las
manchas exhiben alguna fluorescencia rojo brillante. De acuerdo
con sus propiedades de absorcién y el analisis de los grupos acidos
el compuesto puede considerarse como un 3-monoglucésido acilado
con acido p-cumaérico.

Los otros compuestos no pudieron ser aislados en cantidades
suficientes para someterlos a hidrélisis acida.

Las Figs. N? 2 a N? 6 representan los natrones de separacién
de los combuestos obtenidos por hidrélisis acida, al ser analizados
por cromatografia en papel utilizando el solvente 2, con un recorrido
durante 12 horas.

5. Caracteristicas cromatogrdificas y de absorcion de las
antocianinas.

La tabla IV presenta los valores Rf de 10 antocianinas puri-
ficadas. Los cromatogramas se desarrollaron con solvente 1 por
18 hr. y con solvente 2 por 5.5 en direccién descendente.

El solvente 1 para esta determinacién se dejé equilibrar por 3
dias antes de ser usado.
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TABLA IV

Valores Rf. de las antocianinas presentes en uvas var. Niabell

Solvente 1 (18 hr.) Solvente 2 (5.5 hr.)
Pigmento N© Descendente Descendente
1 0.035 0.27
23 0.09 0.16
2b 0.07 0.39
3a 0.09 0.15
3b 0.14 0.29
3c 0.15 0.34
4a 0.21 0.12
4b 0.17 0.21
4c 0.15 0.31
4d 0.20 0.38

La tabla V presenta las longitudes de onda de maxima absor-
ci6én, de las antocianinas presentes en uvas var. Niabell. Los espec-
tros corresponden a la regién visible y a la U.V. Ninguno de estos
compuestos muestra “picos” de absorcién en la regién U.V. Sin em-
bargo el analisis de los grupos 4cidos mostr6 evidencias de la exis-
tencia de un compuesto acido de naturaleza muy parecida a la del
4cido p-cumaérico.

La tabla V muestra la relacién entre la densidad éptica D.O.
en e] punto de maxima absorbancia y la D.O. a 440 mu expresada
como porcentaje y ademés el efecto causado por adicién de 3 gotas
del reactivo de cloruro de aluminio al 5% (p/v) en etanol, sobre la
solucién de la antocianina purificada.
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TABLA V

Caracteristicas de absorcion de las antocianinas presentes
en uvas var. Niabell.

Long. onda de O.D. 440 X 100 Reaccién con
Pigmento N° max. absorb. m, O.D. max. AlCls
1 532 17 —
2a 533 18 + 3 my
2b 523 23 —
3a 521 44 —
3b 533 40 + 4.6my,
3c 529 63 —_
4a 525 13.4 —
4b 525 27.3 —_—
4c 534 25 —
4d 514 14 + 4 my,
5a 530 51 _——
5b 520 80 * —_———
5¢ 518 100 * _——
5d 520 83 * —_———

* Se considera muy alta debido probablemente a la falta de suficiente
compuesto puro.

— No presenta cambios en el espectro.

— -~ — No pudo determinarse por falta de cantidad apropiada del compuesto
purificado.

Las siguientes figuras corresponden a los espectros de absor-
cién de los compuestos Nos. 1, 2a, 3b, 4c y 4d. Ellos representan el
comportamiento de los compuestos analizados.

— 95 —



50

40

30

20

o

D.O.

{

Fig. No. 7 ESPECTRO DE ABSORCION DEL PIGMENTO No. 1.

358 m}L

LONGITUD DE ONDA mi

325

350

450

550



L — YIDOVWHVYd ‘A3y

50 1

40

307

2

D.O.

Fig. No. 8 ESPECTRO DE ABSORCION DEL PIGMENTO No 2a

LONGITUD DE ONDA m}L

/-533m}‘t

325

350

400

430

500

550



FIGURA No. 9 — ESPECTRO DE ABSORCION DEL PIGMENTO No. 3b
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FIGURA No. 11 — ESPECTRO DE ABSORCION DEL PIGMENTO No. 4 d
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La mayoria de los pigmentos presenta méixima absorbancia
entre 520-530 mu y sé6lo 2 de ellos presentan maxima absorbancia
entre 514-520 mp. Los cambios en la longitud de onda de maxima
absorbancia causados por adicién del reactivo de cloruro de alumi-
nio fueron muy pequefios, aunque el cambio de color generalmente
hacia un color azul claro o violeta, era bastante aparente.

El espectro del pigmento N? 1 presenté un maximo de absor-
bancia entre 358-362 myu cuando el espectro se determiné con algu-
nas concentraciones variables. Cuando la concentraciéon del com-
puesto se aumenté ese maximo de absorbancia no aparecié en el
espectro. No se encontr6 una explicacién satisfactoria de este fe-
némeno.

Jurd (1962) dijo que la adicién de unas pocas gotas del reactivo
de cloruro de aluminio produce un cambio batocrémico de la banda
de maxima absorbancia, usualmente de 15-20 mu para las antocia-
ninas con grupos hidroxilo en posicién orto en relacién a otro grupo
hidroxilo en el anillo B de la antocianina. E]l mismo autor establece
que de acuerdo a Harborne las antocianinas con la posiciéon C; in-
substituida presenta “hombros’” en la regién comprendida entre las
410 y las 450 mp.

En el presente caso los cambios en el espectro fueron muy pe-
quefios y se consideraron como negativos para los procesos de
identificacion.

6. Grupos dctdos en las antocianinas.

La tabla VI presenta los resultados del analisis de los grupos
acidos presentes en cada antocianina. La apariencia de las manchas
antes y después de la exposicién a los vapores de amoniaco y el
color obtenido con DPNA. se utilizaron en la identificaciéon.

Se observo que las soluciones etéreas que demostraron contener
4cido p-cumérico, presentaban color amarillo mientras que las que
no lo contenian aparecian transparentes. Los resultados obtenidos
en los analisis de los 4cidos estan de acuerdo con los resultados obte-
nidos en los anilisis de los pigmentos purificados.

La propiedad que tiene el 4cido p-cuméarico de no exhibir fluo-
rescencia bajo radiacién U.V. antes de la exposicién a vapores de
amoniaco y de exhibir fluorescencia después de sufrir la exposicion,
asi como el color anaranjado obtenido por atomizacién del reactivo
DPNA, son muy qtiles en la identificacion.
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Acidos presentes en antocianinas de uvas var. Niabell

TABLA VI

Valores Rf. a 23°C

Solvente 1 Solvente 3 Color
Pigmento N¢ 18 hr. 4 hr. Bajo U.V. U.V. + NHs Con DPNA DPNA 4 NHs Identificacién
1 0.87 0.43 — fluores. azul anaran. cla. plrpura grisac. p-cumarico.
3b 0.85 0.42 — fluores. azul anaran. cla. pudrpura grisac. p-cumdrico.
‘3¢ 0.86 0.43 — fluores. azul anaran. cla. purpura grisac. p-cumérico.
4c 0.86 0.40 — fluores. azul anaran. cla. purpura grisac. p-cumadrico.
E.C (1) 0.86 0.42 — fluores. azul anaran. cla. plrpura grisac. p-cumarico.
(2) (3) (2) (3)
Caféico 0.78 0.80 0.34 0.33 Fluor. brill.  fluores. brill. pardo claro pardo oscuro.
p-cuméarico 0.87 0.86 0.42 0.44 — fluores. azul anaranjado purpura grisac.
ferdlico 0.83 0.82 0.37 0.39 Fluor. brill.  fluores. brill.  rojo purpura grisac.
clorogén. 0.59 0.58 0.60 0.62 Fluor. brill. fluores. brill. pardo claro pardo claro.

1E. C. extracto crudo.

2 Valor encontrado en el anilisis.

3 Valor encontrado en la literatura. (Chen & Luh, 1967).



7. Carbohidratos en las antocianinas de las uvas var. Nia-
bell.

La tabla VII muestra los valores Rf de los carbohidratos pre-
sentes en las uvas asi como de los patrones. Estos valores se obtu-
vieron con 2 sistemas de solventes.

Los resultados de la hidroélisis 4cida con acido clorhidrico se
confirmaron por hidroélisis 4cida del extracto crudo y de cada uno
de los compuestos aislados y purificados, utilizando en este caso
acido acético al 10% (vn/v) y realizando la hidrélisis en las mismas
condiciones utilizadas en la hidroélisis 4cida con acido clorhidrico,
excepto que el calentamiento dur6é 1.5 hr. (Chandler y Harper,
1961).

Los cromatogramas fueron desarrollados sobre napel What-
man N° 1 previamente lavado con acido acético al 20% (p/v) con
el objeto de remover las impurezas presentes en el pavel y evitar
asi falso reconocimiento de arabinosa (Seikel, 1962; K. Venkata-
ram, 1962; Harborne, 1958). Se observé que la avlicacion excesiva
de soluciones patrones de carbohidratos y de los aziicares no
conocidos da como resultado la avaricién de manchas amarillas
adicionales parecidas a la glucosa, inclusive en el caso de pentosas,
lo cual hace mucho més dificil la identificaci6n.

Se encontré que el pigmento N? 1 contiene glucosa y que los
compuestos Nos. 2a, 3b y 3c contienen arabinosa.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Las antocianinas presentes en uvas de variedad Niabell fueron
extraidas con metanol al 0.1% (p/v) de acido clorhidrico, purifi-
cadas con resina catiénica Dowex 50 W X 4 y posteriormente fue-
ron separadas y purificadas por cromatografia en panel. Los anali-
sis de los productos provenientes de la hidrélisis acida hecha con
4cido mineral y acido orgédnico suministraron informacién sobre la
naturaleza de los grupos acidos y de los carbohidratos presentes en
las antocianinas.

La posicién y el nimero de las moléculas de carbohidrato pre-
sentes en cada antocianina fue determinada por hidrélisis 4cida se-
guida del anilisis por cromatografia en papel. Los pigmentos fue-
ron reconocidos utilizando también sus espectros y las caracteris-
ticas de absorcién. En algunos casos no pudo obtenerse informacién
definitiva sobre la naturaleza de los compuestos debido principal-
mente a la dificultad de aislar suficiente cantidad de compuesto
purificado.

— 103 —



— ¥0T —

Carbohidratos presentes en las antocianinas de uvas var. Niabell.

TABLA VII

Solvente 1 Solvente 4
Pigmento N? Rf. (18 hr.) Rg. (36 hr.) Rg. (15 hr.) Identificacién
Hidrélisis-HCl
1 0.14 1.00 1.03 Glucosa.
2a 0.19 1.36 1.36 Arabinosa.
3b 0.20 1.46 1.46 Arabinosa.
3c 0.20 1.46 1.32 Arabinosa.
4c 0.20 1.48 1.28 Arabinosa.
E.C. 0.13 0.98 0.98 Glucosa.
0.20 1.46 1.36 Arabinosa.
Hidroélisis-HOAc
2a 0.19 1.18 1.37 Arabinosa.
3b 0.19 1.18 1.36 Arabinosa.
4c 0.19 1.18 1.36 Arabinosa.
E.C. (1) 0.16 1.00 0.98 Glucosa.
0.20 1.18 1.38 Arabinosa.
Patrones (2) (3) (2) (3) (2) (3)
Glucosa .. .. .. .. 0.14 0.18 1.00 1.00 1.00 1.00
Galactosa .. 0.13 0.16 0.91 0.90 0.92 0.87
Arabinosa .. 0.20 0.21 1.39 1.17 1.36 1.43
Xilosa .. 0.23 0.28 1.61 1.27 1.50 1.77
Ramnosa . .. .. .. 0.37 0.31 2.42 1.61 1.91 1.96
Maltosa .. .. .. .. 0.04 0.11 0.32 — 0.43 —

1 Extracto crudo.

2 Valores encontrados en los analisis.

3 Valores encontrados en la literatura. (Partridge, 1948).



La informacién basada en la naturaleza del glicésido, el azticar
presente en la molécula asi como el andlisis de los grupos acidos y
las caracteristicas de absorcién, indican que entre todos los pigmen-
tos presentes estan:

Pigmento N° 1 Malvidina 3 - monoglucésido acilada con Aacido
p - cumaérico.

Pigmento N° 2a Malvidina 3 - monoarabindsido.

Pigmento N¢ 3b Malvidina 3,5 - diarabinésido acilada con &cido
p - cumarico.

Pigmento N 3¢ Peonidina 3 - diarabinésido acilada con A&cido
P - cumdrico.

Pigmento N¢ 4¢ Malvidina 3 - monoarabinésido acilada con acido
p - cumarico.

El pigmento N? 2b puede ser considerado como el 3-monoglucé-
sido del tipo de la peonidina y el pigmento N? 4a puede ser consi-
derado como el 3,5 diglicésido posiblemente del tipo de la peonidina.

RESUMEN

Las antocianinas de las uvas var. Niabell se aislaron y puri-
ficaron por cromatografia en papel. Los pigmentos purificados
fueron sometidos a hidroélisis 4cida. La identificacién de los pig-
mentos purificados se basé en los datos provenientes de la hidrélisis
acida, caracteristicas de absorcién, analisis de azticares, acidos or-
ganicos y los valores Rf.

Los analisis realizados indican que los pigmentos incluyen:

Malvidina 3-monoglucésido acilado con acido p-cumarico; Mal-
vidina 3-monoarabinésido; peonidina 3-monoarabinésido; Malvidi-
na 3,5-diarabinésido acilada con acido p-cuméirico; Peonidina 3-
diarabinésido acilada con acido p-cumaérico; Malvidina 3-monoara-
binésido acilada con 4cido p-cumérico. Los otros pigmentos pueden
considerarse como un 3-monoglicésido del tipo de la peonidina y un
3,5 diglicésido posiblemente del tipo de la peonidina.

SUMMARY

The anthocyanin pigments of Niabell grapes were isolated and
purified by paper chromatography. The purified pigments were
then subjected to acid hydrolysis. The identification of the indivi-
dual pigments was made based on the data coming from the ana-
lysis of the acid hydrolysis, spectral characteristics, sugar moieties
and acyl groups determinations and Rf. values. The same treat-
ment was done to the crude extract containing all the anthocya-
nins.
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The pigments turned out to be: malvidin 3-monoglucoside acyl-
ated with p-coumaric acid, malvidin 3-monoarabinoside, peonidin
3-monoarabinoside, malvidin 3,5 diarabinoside acylated with p-cou-
maric acid, peonidin 3-diarabinoside acylated with p-coumaric acid,
malvidin 3-momnoarabinoside acylated with p-coumaric acid. The
other pigments may be regarded as a 3-monoglycoside of the peo-
nidin type and 3,5-diglycoside possibly of the peonidin type.

RESUME

Ils ont été isolés et purifiés les anthocyanines des raisins var.
Niabell au moyen de la chromatographie en papier. L’identification
des pigments purifiés a été faite au moyen des résultats obtenues
de I'hydrolise acide, des caracteristiques d’absortion, de I’analyse
des sucres, de les acides organiques et les valeurs de le Rf.

Les analyses réalicés indiquent que les pigments possedent:

Malvidine 3-monoglucoside acylé avec I’acide p-coumarique;
Malvidine 3-monoarabinoside, peonidin 3-monoarabinoside; Malvi-
dine 3,5 diarabinoside acylé avec ’acide p-coumarique; Peonidine
3-diarabinoside acylé avec ’acide p-coumarique, malvidine 3-mono-
arabinoside acylé avec I'acide p-coumarique.

Les autres pigments peuvent étre considerés comme un 3-mono-
glycoside du type de la peonidine et un 3,5 diglicoside posiblement
du type de la peonidine.
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