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RESUMEN

El icaco (Chrysobalanus icaco L.) es una planta nativa, poco do-
mesticada de América y Africa, distribuida en algunas zonas tropica-
les del mundo; sus usos son como alimento, medicinal y ornamental,
principalmente. Sus frutos se caracterizan por tener diferencias mor-
folégicas, particularmente en la pigmentacion debida a la presencia
de antocianinas. La identificaciéon de estos compuestos serviria de
base para estudios posteriores en el area quimiotaxonémica, ecoldgica
y fisiologica. Por medio de técnicas cromatograficas en papel descen-
dente y espectrales, se identificaron de forma cualitativa las antocia-
ninas de los exocarpos de frutos rojos como cianidina 3-arabinésido y
a la delfinidina 3,5-diglucésido en los de frutos morados, por compa-
racion con estandares obtenidos de fuentes conocidas.

Palabras clave: Frutos, cromatografia, espectrofotometria, cianidi-
na, delfinidina.

SUMMARY

The cocoplum (Chrysobalanus icaco L.) is a barely domesticated
native plant from America and Africa; its is distributed in some of
the world’s humid tropics. Its main uses are as a food, medicine and
ornamental. The fruits have morphological differences, particularly
in pigmentation, due to the presence of anthocyanins. The identifica-
tion of these substances may serve as a starting point for further stud-
ies in chemotaxonomy, ecology and physiology. Through chroma-
tographic on descendent paper and spectrophotometric techniques, it
was identified in a qualitative way the anthocyanins of the skin of red
and purple fruits, as cyanidin 3-arabinoside and delphinidin 3,5 di-
glucoside, respectively, in comparison with standards.

Index words: Fruits, chromatography, spectrophotometry, cyanidin,
delphinidin.

INTRODUCCION

Las antocianinas son el grupo mas importante de pig-
mentos que se hallan en las células epidermales o subepi-
dermales de la planta, principalmente en flores y frutos.
En la naturaleza, éstos juegan un papel definitivo en la
atraccion de animales como factores de polinizacién y dis-
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persion de semillas; su presencia en partes diferentes a las
flores, sirve posiblemente en la percepcion o filtracién de
luz y respuesta a los factores de estrés, como el ataque mi-
crobiano. Se relacionan ademis con la resistencia contra
plagas (Gross, 1987; Harborne, 1991; Markham, 1982;
Strack y Wray, 1994).

Para la industria, las antocianinas tienen un potencial
considerable en la rama alimentaria como aditivo, por su
caracter inocuo (Strack y Wray, 1994).

En la identificacion de estos pigmentos ha sido relevan-
te la quimiotaxonomia, ya que provee marcadores Ttiles
para diferenciar especies a niveles familiares y genéricos.
En la familia Rosaceae, cincuenta especies del género Ma-
lus contienen el mismo pigmento, cianidina 3-galactésido,
el cual no se encuentra en otras especies. En la familia Vi-
taceae, la especie Vitis vinifera puede ser distinguible de
los hibridos por la ausencia de antocianidinas de naturaleza
diglucésidica; el andlisis puede realizarse tanto en las ba-
yas como en el vino (Gross, 1987; Singah et al., 1991;
Swain, 1985; Ribéreau-Gayon, 1964).

En los frutos, las antocianinas se localizan preferente-
mente en la cascara y ocasionalmente en la pulpa y pueden
contener un solo tipo de pigmento, como en la manzana
(Pyrus malus) y la grosella roja (Ribes rubrum), las cuales
contienen unicamente cianidina. En cambio, frutos como la
uva (V. vinifera) y los arandanos (Vaccinium myrtillus)
contienen la combinaciéon de cinco de las seis antocianidi-
nas comunes. La variaciéon de antocianinas en frutos es
mas limitada que en flores, donde se han registrado 50 di-
ferentes, de las cuales la cianidina es la mis comun, y si-
guen en orden de importancia, peonidina, delfinidina,
pelargonidina, malvidina y petunidina (Gross, 1987; Ma-
cheix et al., 1990; Van Buren, 1970).
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Las moléculas de antocianinas se hallan como glucdsi-
dos, lo que les confiere una alta solubilidad en agua y una
relativa estabilidad; dentro de los aziicares mas comunes se
han determinado a glucosa, galactosa, ramnosa, arabinosa
y xilosa. En los frutos comunes casi todos los glucésidos
tienen azicares ligados a la posicion 3 del aglicon (Gross,
1987; Harborne, 1984; Strack y Wray, 1994; Valencia,
1995).

La cantidad y calidad de antocianinas en los frutos de-
penderéd de su fase de desarrollo. En especies como man-
zana, pera (Pyrus communis) y vid se ha observado que la
produccion de estos pigmentos puede ocurrir cuando el
fruto ain es muy joven o cuando la divisién celular ha
concluido, y que se logra una concentracion relevante
cuando el fruto alcanza su maduracion (Sakuta et al.,
1994; Viljoen y Huysamer, 1995). En frutos como fresa
(Fragaria vesca) y grosella, la cantidad de antocianinas es
invariable tanto en frutos inmaduros como en los maduros
(Toldam-Andersen y Hansen, 1997).

Para la extraccion de estos pigmentos se ha utilizado la
maceracion del tejido en acido féormico-metanol 2 a 10 %,
acido clorhidrico 1 a 3 % o acido trifluoro acético-metanol
0.5 a3 % (Harborne, 1991; Macheix et al., 1990; Strack
y Wray, 1994).

El color y comportamiento en las cromatografias (pola-
ridad) proporcionan datos relevantes para su separacion e
identificacion (valores de Rr). De las técnicas fitoquimicas,
como las cromatografias en papel (CP), capa fina (CCP),
columna (CC) y gas liquido (CGL), la mis comin es la
CP-descendente por ser un método de bajo costo y practico
que utiliza eluyentes como BAW (n-butanol-dcido acético
glacial-agua, 4:1:5), BuHCI (n-butanol- 4cido clorhidrico
2N, 1:1, fase superior), Forestal (icido clorhidrico con-
centrado-acido acético glacial-agua, 3:30:10), HCI 1 %
(acido clorhidrico concentrado-agua, 3:97) y Fo6rmico
(acido clorhidrico concentrado-acido férmico-agua, 2:5:3);
la utilizacién de varios disolventes ofrece mejores resulta-
dos comparativos (Francis, 1982; Gross, 1987; Harborne,
1967; Harborne et al., 1973; Tanchev y Timberlake,
1969).

Para complementar la identificacién, existen técnicas
fisicas como la espectrofotometria de UV/VIS, espectro-
metria de masas, resonancia magnética nuclear y cromato-
grafia liquida de alta resolucién (HPLC); y otras menos
usadas como polarografia y ESR (Electron Spin Resonan-
ce) (Strack y Wray, 1989; Takeda ef al., 1994).

Dada la importancia de estos pigmentos desde el punto
de vista fisioldgico, taxonémico y econdmico, se elabord
este trabajo en una especie del tropico himedo, el icaco
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(Chrysobalanus icaco L.) con el objeto de extraer, separar
e identificar cualitativamente las antocianinas presentes en
los exocarpos de dos tipos de frutos: rojos y morados. Los
resultados obtenidos podrian marcar diferencias quimicas y
servirian de base para realizar estudios posteriores de tipo
quimiotaxonémicos, ecoldgicos y fisioldgicos.

MATERIALES Y METODOS

1) Colecta de frutos (Chrysobalanus icaco). Los fru-
tos rojos y morados se colectaron en una poblacion silves-
tre ubicada en Paraiso, Tabasco, México (18° 24.6’ LN y
a 93° 10.7° LO al nivel del mar), en enero de 1997. Se
seleccionaron frutos maduros, con coloracion rojiza y mo-
rada uniforme en la céscara. Un ciento de frutos de cada
color se llevaron al Laboratorio de Fitoquimica (Colegio
de Postgraduados) en donde se pelaron y los exocarpos se
congelaron en nitrogeno liquido para su liofilizacion; des-
pués se almacenaron en refrigeracion a 4 °C durante 10
dias para su posterior analisis.

2) Estandares. Los estindares de las seis antocianinas
se obtuvieron de la cascara de: manzana roja 'Washington
rome' (Pyrus malus), pétalos de "aretillo" (Fuchsia hybri-
da,), pétalos de petunia (Petunia sp), pétalos de malvon
(Pelargonium zonale), cascara de mango ‘Haden’ (Mangi-
fera indica), y de cascara de berenjena (Solanum melonge-
na). Estos materiales sirvieron para obtener cianidina 3-
arabinosido, malvidina 3,5 diglucésido, petunidina 3-
sophorosido, pelargonidina 3,5 diglucésido, peonidina 3-
galactosido y delfinidina 3,5 diglucésido, respectivamente.
El criterio de seleccion fue que las fuentes tuvieran un solo
aglicon y se corroboroé la presencia de dichas antocianinas
con revision bibliografica y mediante andlisis previos rea-
lizados en el laboratorio por las mismas técnicas fitoquimi-
cas que aqui se describen (Dick er al., 1987; Harborne,
1967; Harborne et al., 1973; Harborne, 1984; Hattori,
1962; Macheix et al., 1990; Proctor y Creasy, 1969).

3) Extraccion. Para la extraccion de las antocianinas
de los frutos de icaco y de los estandares se utiliz6 la téc-
nica sugerida por Strack y Wray (1994). Los materiales
finamente picados se colocaron en matraces Erlenmeyer
con acido trifluoro acético-metanol 3 % por 24 horas; los
pesos de cada material fueron variables en cada caso. La
solucion filtrada de cada producto se llevo a sequedad en
un rotavapor a 50 °C (Biichi R-114, bafio B-480 con bom-
ba de vacio Cole Parmer Modelo 7049-50); el residuo se
pasé por una corriente de nitrogeno para obtener el extrac-
to crudo.

4) Separacion e identificacion. Se realiz6 por medio
de cromatografia en papel (CP) descendente con dos re-
peticiones, y con espectrofotometria UV/VIS. Para la
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cromatografia se utiliz6 papel Whatman # 3, en hojas de
46 x 57 cm; las muestras se aplicaron en bandas de 2.5 cm
de longitud y 1.5 de separacion entre cada una, a una dosis
de 4 mL de extracto crudo por banda (cada banda corres-
pondi6 a los 6 estandares y los 2 tipos de frutos). La dis-
tancia de elucion fue de 35 cm, y se colocaron en una cé-
mara de cromatografia Chromatocab Mod. A-300, Ser.
5169, de 83 x 85 x 65 cm (L x A x P). Los eluyentes utili-
zados fueron: BAW (n-butanol-acido acético glacial-agua,
4:1:5), BuHCI (n-butanol- acido clorhidrico 2 N, 1:1, fase
superior), HOAc-HCI (agua-icido acético glacial-12 N
acido clorhidrico, 82-15-3) y HC1 1 % (4cido clorhidrico
concentrado-agua, 3:97) (Harborne, 1967; 1984; Mar-
kham, 1982).

Los valores espectrales se obtuvieron con el recorte de
cada banda pigmentada, diluidas en metanol acidificado
(0.01 % de HCI), y se leyeron en dos espectrofotometros:
UV SP8-100 PYE UNICAM y en el UV/VIS Perkin El-
mer LAMBDA 2, en el rango de 300 a 600 nm.

Los valores de Rry espectrales obtenidos en esta inves-
tigacion fueron comparados con datos de literatura y con
los estandares aislados e identificados en el Laboratorio de
Fitoquimica de fuentes conocidas (Harborne et al., 1973;
1984; Proctor y Creasy, 1969).

RESULTADOS Y DISCUSION

El uso de cuatro eluyentes (BAW, Bu-HCI, HOAc-HC1
y HC1 1 %), permiti6 comparar los diferentes valores de
Rt de acuerdo con su polaridad; ademas, se ha determinado
que son particularmente especiales para la separaciéon de
glucdsidos de antocianinas (Barrit y Torre, 1975; Francis,
1982; Gross, 1987; Harborne, 1967; Harborne et al.,
1973; Tanchev y Timberlake, 1969). Los frutos de icaco
morado presentaron tres bandas (Cuadro 1), que de acuer-
do con sus valores de Rty espectrales, la banda 1 se iden-
tific6 como delfinidina 3,5 diglucésido. Datos similares se
obtuvieron en la banda 1 de Solanum melongena (Cuadro
1) y los registrados en la literatura, en donde se menciona
que este compuesto se caracteriza por tener valores de Rs
de 15, 3, 32, 8 (para los eluyentes antes mencionados) y
longitudes maximas de 546, 553 nm (datos de delfinidina
sin especificar fuente y de Verbena hybrida, respectiva-
mente) (Francis, 1982; Harborne, 1967; Seikel, 1962).

En la banda 2 identificada en icaco morado (Cuadro 1),
la antocianina podria corresponder a otro glucésido de la
misma, delfinidina 3-rutinosido, cuyos valores de Rt son:
30, 15, 37 y 11 (mismos eluyentes) y una longitud maxima
de 534 nm (Harborne, 1967); s6lo los primeros valores de
Rry espectrales son similares por los obtenidos en Solanum
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tuberosum (Harborne, 1967). La tercera banda no aportd
cifras completas para poderse identificar.

Cuadro 1. Valores de Ry 'y espectrales para antocianinas de Chrysobala-
nus icaco y estdndares®**.

Rr (x 100) *** AMeOH i
Especie BAW BuHClI HOAc- HCl  (nm)
HC1 1%
Fucshia sp. 28 9 48 22 526
Petunia sp. 23 6 24 9 529
33 14 53 35 530
Pelargonium zonale 17 6 - 18 531
27 6 48 24 511
Chrysobalanus icaco (morado) 27 6 23 7 543
37 22 54 32 536
69 40 - - 531
Chrysobalanus icaco (r0jo) 28 12 6 3 537
Malus pumila 45 28 24 7 526
Mangifera indica 40 22 18 2 523
Solanum melongena 12 9 26 10 541
28 20 - 27 542

*Promedio de dos repeticiones.

**Los numeros en negritas indican los valores comparables
Chrysobalanus icaco y los estandares.

*+** Distancia de elucién: 35 cm

entre

Al respecto, Macheix et al. (1990) mencionan que las
antocianinas se pueden agrupar en antocianinas mayorita-
rias y antocianinas minoritarias, el primer grupo representa
90 % de los pigmentos, y los demas estin presentes en
cantidades muy pequefas.

Los frutos de icaco rojo se identificaron como cianidina
3-arabindsido, cuyos valores de Rt en la literatura son de:
42, 32, 27, 5 (mismos eluyentes), obtenidos de las hojas
de Theobroma cacao. No se tienen registros del valor es-
pectral para esta antocianina; sin embargo para cianidina
3-galact6sido y cianidina 3-glucésido, son de 526 y de 523
nm (Harborne, 1967), asi como de 531 y 535 nm (Salinas
et al., 1999).

La presencia del color rojo en los frutos de icaco con-
cuerda con Macheix et al. (1990), quienes afirman que la
cianidina es la antocianina presente en la mayoria de los
frutos rojos (examen realizado en 44 especies pertenecien-
tes a 25 familias). Es un pigmento caracteristico de la fa-
milia Rosaceae, grupo botanico en el que estuvo clasifica-
do Chrysobalanus.

Los datos aqui obtenidos indican diferencias quimicas
en los frutos, lo que podria representar un patrén taxoné-
mico a considerar (Prance, 1970; White, 1976). Cabe re-
saltar ademas que en lo concerniente a los colores diferen-
tes del mesocarpo, esto podria obedecer a una variacién en
la sintesis de dichos metabolitos caracteristicos y proba-
blemente dicha propiedad sea controlada por genes, como
en el caso de Solanum melongena, en donde el color es
determinado por nueve genes (Tigchelaar et al., 1968).
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En la literatura, los datos de Rr y espectrales corres-
ponden a especies vegetales que en la mayoria de los casos
no especifican la variedad que utilizaron para obtener di-
chos valores. En algunas ocasiones no se encontraron da-
tos precisos sobre la misma especie y los extractos realiza-
dos en este trabajo, porque esas fuentes no crecen en el
pais o porque no se encontrd la referencia completa, por lo
que se hicieron las comparaciones sobre los glucésidos de
los cuales se sospechaba su presencia de acuerdo a la fuen-
te utilizada.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los valores de Rty espectrales obteni-
dos de los estandares y del fruto de icaco, se concluye que
el exocarpo del fruto morado de icaco contiene delfinidina
3-5 diglucésido, y que el icaco rojo contiene cianidina 3-
arabinésido. La diferencia en la pigmentacién de los exo-
carpos de los frutos seria el resultado de una diferencia
quimica en estos flavonoides.
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