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Resumen

Las comunidades indigenas de la Amazonia ecuatoriana poseen un gran potencial botanico-
silvestre, por lo gue nace la necesidad de dar a conocer la importancia de estos recursos con
aplicabilidad industrial a través de analisis de laboratorio. En este contexto, el presente trabajo
se enfoca en una de estas especies: Renealmia alpinia, una planta herbacea de la familia
Zingiberaceae, cuyo pericarpio color rojo-negro en estado de maduracion confiere capacidad
tintérea y benéfica para la salud por su contenido en antocianinas. La metodologia empleada
para caracterizar los componentes bioactivos fue TLC preparativa, HPLC-MAS-DAD,
cuantificacion por diferencial de pH y RMN, no obstante, este Ultimo debido a la
indisponibilidad de solventes adecuados segun bibliografia no resultdé ser un método factible.
En cuanto a los resultados, por medio de las técnicas mencionadas, se aislaron tres
metabolitos y se determind que el pericarpio posee una cantidad total de antocianinas de
0.862mg/100g, siendo constituido mayoritariamente por cianidina-3-o-glucosa, cianidina-3-o-
galactosa, delfinidina-3-0-glucosa y delfinidina-3-0-galactosa. Por consiguiente, en funcion a
la caracterizacion, se propuso el prototipo de tres productos: un serum exfoliante, bolsas de

té, y capsulas de polvo con antocianinas.

Palabras clave: antocianinas, pericarpio, prototipo.



Abstract

The indigenous communities of the Ecuadorian Amazon possess a great botanical and wild
potential, which gives rise to the need to make known the importance of these resources with
industrial applicability through laboratory analysis. In this context, the present work focuses on
one of these species: Renealmia alpinia, an herbaceous plant of the Zingiberaceae family,
whose red-black pericarp when ripe has tinctorial and beneficial capacity for health due to its
anthocyanin content. The methodology used to characterize the bioactive components was
preparative TLC, HPLC-MAS-DAD, quantification by differential pH and NMR, however, the
latter, due to the unavailability of suitable solvents according to the literature, did not turn out
to be a feasible method. Regarding the results, by means of the mentioned technical
guantities, three metabolites were isolated and it was determined that the pericarp [outer layer
of the fruit] possesses a total amount of anthocyanins of 0.862 mg/100g, mainly consisting of
cyanidin-3-o-glucose, cyanidin-3-o-galactose, delphinidin-3-o-glucose, and delphinidin-3-o-
galactose. Therefore, based on the characterization, the prototype of three products was

proposed: an exfoliating serum, tea bags, and anthocyanin powder capsules.

Keywords: anthocyanins, pericarp, prototype.



Introduccién

En la actualidad, en el marco del debate de la explotacion de los recursos renovables
y no renovables ha surgido la importancia de generar nuevas fuentes econdémicas a partir de
recursos renovables sustentables. Las comunidades indigenas, especialmente de la
Amazonia ecuatoriana tienen un gran potencial en cuanto a botanica silvestre, dado el caso
se origina la necesidad de dar a conocer a estas comunidades los recursos presentes en sus
territorios a través de andalisis de laboratorio, fomentando de esta manera la comercializacion
de materia prima para su posterior tratamiento y aprovechamiento a nivel industrial (Inabio,

2019) .

Algunas instituciones de educacion superior dedicadas a la investigacion como las
universidades en su afan de apoyar las comunidades indigenas evallan la actividad biolégica
de la botanica amazébnica y su potencial en el desarrollo de productos sustentables,
garantizando la generacion de recursos que en primera instancia beneficien a los pueblos

originarios, y la vida silvestre involucrada (Inabio, 2019).

Renealmia alpinia nativa de estos pueblos es una planta herbacea perteneciente a la
familia Zingiberaceae, de contextura vigorosa, con rizomas y vainas estriadas cubiertas
distintamente por pelo, hojas elipticas, inflorescencia en su racimo basal, color rojizo, flores
amarillas y un fruto globoso generalmente color rojo-negro que en estado de madurez tiene
una gran capacidad tintérea brindando una coloracion azul oscura duradera al tener contacto

(Sandi, 2019).

Generalmente las plantas de este género se encuentran distribuidas ampliamente a
lo largo de los trépicos de América y Africa, con un total de 82 especies, de las cuales 62 se
hallan en América, y crecen en alturas comprendidas entre 50 y 1500 msnm (Sandi, 2019).

En Ecuador especificamente para el pueblo Shuar, el fruto de esta especie constituye una



valiosa fuente nutritiva y se destaca por su sabor picante, ademas de ser una importante

tintura de color llamativo para matizar sus artesanias (Jiménez, 2017).

A nivel quimico, el grupo natural que compone la mayor parte de los compuestos
naturales coloreados son los flavonoides, que ademéas de presentar una amplia gama de
coloraciones, presenta consigo efectos beneficiosos para la salud como hepatoprotector,
antioxidante, colerético, dilatador arterial, entre otros; esto principalmente debido a las
sustancias fendlicas formadas por dos anillos bencénicos y unidos por un puente de tres
atomos de carbono. Es asi como se dividen en antocianinas, isoflavonas, auronas, flavonas,
flavononas, flavonoides, chalconas, flavandioles y dihidroflavonoides, diferenciados por sus
diversos grupos que se sustituyen alrededor del esqueleto basico, y con coloraciones

llamativas, como, azul, rojo y morado (Jiménez, 2017).

Con estos antecedentes, el presente trabajo de integracion curricular (TIC), tiene como
objetivo estudiar la composicién quimica del pericarpio de Renealmia alpina para buscar
alternativas de uso sustentable, asi como caracterizar quimicamente el pericarpio de
Renealmia alpinia, y proponer el uso potencial del pericarpio de la especie, en funcion de su

composicion quimica.



Capitulo uno

Marco tedrico

1.1. Familiade Zingiberaceae Martinov

Con base en la ultima publicacion del APG 1V, el orden los Zingiberales Griseb. Incluye
8 familias: Cannaneae Juss., Costaceae Nakai, Heliconiaceae Vines, Lowiaceae Ridl.,
Marantaceae R.Br., Musaceae Juss., Strelitziaceae Hutch. & Zingiberaceae Martinov (The

Angiosperm Phylogeny Group , y otros, 2016).

La familia Zingiberaceae fue descrita formalmente por el botanico ruso Ivan Martinov
en su obra “TexHo-6oTaHMYecKn cnoBapb Ha NATUMHCKOM M POCCUMICKOM fA3blkax”, tomando
como generotipo a Zingiber Mill la cual, a su vez, toma como especie tipo al célebre jengibre
(Zingiber officinale Roscoe, Sinénimo: Amomum zingiber L. especificado previamente por el

famoso naturalista sueco Carl Von Linnaeus (Martinov, 1820).

Figura 1

Imagen de cromolitograbado de Zingiber officinale Roscoe

Nota. Various parts of the ginger plant (Zingiber officinale) [Fotografia]. Adaptado de Phytochemistry

and Bioactivities of Quranic Plant, Zanjabil-Ginger, por (Sarfaraz & Shoaib, 2015).



1.2. Distribucién de la familia Zingiberaceae Martinov

Principalmente se encuentra en areas tropicales de América, Africa y Asia. Empero,
se considera al Sudeste asiatico como uno de los mayores puntos de distribucién de
endemismos (Li, Li, Wang, Xu, & Zhu, 2021). Se ubica a los ancestros de la familia a mediados
del periodo Cretacico en el norte de lo que actualmente se conoce como Africa,
dispersandose y diversificandose evolutivamente durante el Paleoceno en territorios

tropicales asiaticos (Zhao, y otros, 2022).

En Ecuador exclusivamente se reportan la presencia de 6 géneros, las cuales incluyen
a 31 especies, donde el género Renealmia L. f. abarca la mayoria de las especies (Ledn,

2011).

Figura 2

Mapa de distribucion geografica de especies de la familia Zingiberaceae Martinov

Nota. Adaptado de Zingiberaceae in GBIF Secretariat [Fotografia], por (The Catalogue of Life

Partnership, 2022).



1.3. Género Renealmia L.f.

Descrito por el naturalista sueco Carolus Linnaeus Filius en su obra Supplementum
Plantarum (Biodiversity Heritage Library, 1782), tomando como especie tipo a Renealmia
exaltata L.f., incluye 82 especies aceptadas distribuidas en las regiones tropicales de América

y Africa.

En el territorio ecuatoriano se reportan alrededor de 31 especies distribuidas mayormente
al noroccidente de la cordillera en elevaciones menores a 2500 m; y hasta el momento, se
registra la existen 4 especies endémicas: R. aurantifera Maas, R. dolichocalyx Maas, R.

oligotricha Maas y R. sessilifolia Gagnep (Leon, 2011).

1.3.1. Renealmia alpinia (Rottb.) Maas
Renealmia alpinia (Rottb.) Mass se cataloga dentro del género Amomum Roxb. como
Amomum alpinia (Rottb.), originalmente descrita por el naturalista danés Christen Rottbgll

basado en una muestra de Surinam (Rottbgll, 1775).

Dos siglos después, el botanico neerlandés Paulus Mass (1975) en una publicacién

del Acta botanica Neerlandica traslado la especie al género Renealmia L.f. Mass.

Se tiene conocimiento que esta especie se distribuye desde México hasta las regiones
selvaticas del centro-norte de Sudamérica. Crecen en forma de hierbas con tallos
subterraneos llamados rizomas y hojas en forma eliptica generalmente sésiles. Su principal
caracteristica son sus drupas agrupadas en racimos, cuyos pericarpios presentan tonalidades

rojizas a purpuras muy llamativas (Macia, 2003).



Figura 3

Renealmia alpinia (Rottb.) Maas., en estado inmaduro

Nota. Renealmia alpinia [Fotografia]. Adaptado de Ecos de Bosque, por (Tropicos, 2019).

Tabla 1

Clasificacion taxonémica de Renealmia alpinia (Rottb.) Maas

Reino Plantae
Clado Tracheophyta
Clado Spermatophyta
Clado Angiospermae
Clado Monocotyledoneae
Subclase Commelinidae
Orden Zingiberales Griseb.
Familia Zingiberaceae Martinov
Género Renealmia L.f.
Especie Renealmia alpinia (Rottb.) Mass
Autor/es epiteto especifico Christen Rottbgll, 1775; Paulus Mass, 1975

Basionimo Amomum alpinia (Rottb.), 1775



Nota. Adaptado de las publicaciones disponibles en (Tropicos, 2019). Societatis Medicae

Havniensis Collectanea 2: 245-248, t. 1. 1775. Acta Botanica Neerlandica 24 (5-6): 474

Figura 4

Mapa de la distribucion geografica de Renealmia alpinia (Rottb.) Maas

Nota. Tomado de Zingiberaceae in GBIF Secretariat (The Catalogue of Life Partnership, 2022).

1.3.2. Usos tradicionales de Renealmia alpinia (Rottb.) Mass
En Ecuador, en las comunidades shuar de la Amazonia recibe los nombres
tradicionales de “Chiqui” y “Tapioka-Kumpia”, usada tradicionalmente como alimento y para

la extraccion de colorantes empleado en la decoracion de artesanias (Namicela, 2010).

En otros paises recibe otros nombres: Colombia (guaiporé, naiku, sictia, sieunka,
pintura negra), Guatemala (jazmin o gengibre de monte), México (cargamomo, ixquihit,

x’quijit), Panama (chirica) (Namicela, 2010).

Se registra a que las semillas de Renealmia alpinia tienen propiedades antiofidicas,
utilizada en infusiones para contrarrestar el veneno (Moreno, 2022), estudios que coinciden
con los resultados encontrados por Alarcon et al., (2008) y Fernandez et al., (2010) quienes

afirman en sus propiedades activas y coadyuvantes, respectivamente, contra el veneno de

Bothrops asper.
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En México, en la etnia Totonaca ubicada en la Sierra Norte de Puebla se emplean
sus frutos en la elaboracién de una crema que acompafa las tradicionales tortillas, sus
hojas se utilizan para envolver tamales y parte de sus vainas foliares envolventes se utilizan
en el hoyo donde la planta es sembrada para evitar que los roedores se coman la semillas

(Macia, 2003).

1.4. Metabolitos secundarios

Los metabolitos cumplen diversas funciones en los seres vivos, ademas de tener
capacidades diferentes, y normalmente se distingue entre metabolismo primario vy

secundarios (Quiored, 2002).

Los primeros tienen que ver con los procesos fotosintéticos dando lugar a los acidos
carboxilicos del ciclo de Krebs de bajo peso molecular y que estdn ampliamente distribuidos,
como: alfa-aminoacidos, carbohidratos, grasas, proteinas y acidos nucleicos implicados en

los procesos vitales (Quiored, 2002).

Los metabolitos secundarios por otra parte se sintetizan en concentraciones variables
diferentes compuestos quimicos, no actian directamente en el metabolismo de las plantas ni
en su funcién, y se ha demostrado que se actian como mecanismo de defensa (Verdecia, y

otros, 2021).

Estos ultimos se clasifican en: terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
sesterpenos, tetraterpenos, politerpenos), fenélicos (cumarinas, furanocumarinas, ligninanos,
flavonoides, isoflavonoides, taninos), nitrogenados (alcaloides, glucosidos cianogénicos,
aminoacidos no protéicos), azufrados (glutation, glucosinolatos, fitoalexinas, tioninas,

defensinas, allininas) (Twaij & Hasan, 2022).

1.4.1. Antocianinas
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Las antocianinas son un tipo de compuestos fendlicos, clasificados dentro del grupo
de los flavonoides. Su centro tiene un i6n flavilium (2-fenilcromenilium), el cual en funcién de
sus sustituyentes R se clasifican en: cianidinas, delfinidinas, pelargonidinas, petunidinas,

peonidinas y malvidinas.

Generalmente las antocianinas son las formas 3-O-glicosidadas de las antocianidinas,
y su coloracion oscila entre rojizo a purpura azulado en funcion al valor del pH del medio en

el que se encuentren (Mottaghipisheh, y otros, 2022).

Figura 5

Clasificacién de las antocianinas

OH
ol

&2 O
=
7 on

pelargonidin

delphinidin

peonidin

petunidin

Nota. Adaptado de The promising therapeutic and preventive  properties  of
anthocyanidins/anthocyanins on prostate cancer, por Mottaghipisheh et al., 2022, por (Mottaghipisheh,

y otros, 2022).

1.4.2. Aplicaciones de las antocianinas
Entre las principales aplicaciones que se les atribuye a las antocianinas es su
capacidad tintérea, tanto para proporcionar color a los alimentos como a distintos objetos, es

por ello que su aplicacion es de relevante utilidad ya que sugieren un reemplazo de colorantes
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sintéticos por colorantes naturales; que, ademas, en base a sus propiedades antioxidantes

tiene beneficios funcionales para la salud (Voigt, Bornschein, & Cachaza, 1982).

En la industria, la aplicacion de las antocianinas depende principalmente del color que
se desea obtener y la matriz en la cual se vaya a aplicar, pues los colores que presentan
naturalmente estos compuestos difieren segin el medio y la naturaleza de las frutas y

vegetales que los contengan (Jibaja & Tuitice, 2021).

Cada antocianina tiene su color singular, este va a depender del nimero y orientaciéon
de los grupos hidroxilos y metoxilos; por ejemplo, cuando se tiene un incremento en la
hidroxilacion se produce un color azul, mientras que si incrementa la metoxilacién se produce
un color rojo (Chen et al.,, 2018). La acilacion es una de las reacciones que ocurren
frecuentemente, algunos azlcares pueden estar acilados con los derivados de los &cidos
organicos como acido acético, p-cumarico, ferdlico, entre otros (Astrid, 2008). Estos grupos
acilo proporcionan cierta estabilidad a las antocianinas en cambios extremos de pH y

temperatura (Jibaja & Tuitice, 2021).

Para la produccion de productos con antocianinas que mantengan el color y también
su capacidad antioxidante es necesario primeramente realizar un estudio bibliogréafico en
donde se muestren las investigaciones acerca de las aplicaciones actuales que tienen las
antocianinas como colorantes, asi como las técnicas de extracciones emergentes que puedan
disminuir costos, aumentar rendimientos y estudios de la pigmentacion que pueden mejorar
la idoneidad de estos pigmentos como colorantes naturales rentables e inocuos (Jibaja &

Tuitice, 2021).

1.5. Métodos de extraccion y purificacion

La literatura indica que la correcta extraccion de antocianinas se realiza por una

repetida maceracion en cantidades mayoritarias de metanol o etanol a temperatura ambiente
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o en frio usando acidos débiles para evitar la degradacion del pigmento, conjuntamente, la
adicion de agua en menores proporciones (10%-15%) en algunos casos permite una

extraccion completa dependiendo de la planta segun Strack y Wray, 1989 (Brenda, 2001).

Por consiguiente, la purificacion es un paso transcendental, debido a que en la
extraccién se arrastran contaminantes que pueden afectar la estabilidad o el analisis del
pigmento, por lo cual para este procedimiento se recomienda el uso de una fase solida para
la extraccion (PVPP y C18) que permita remover una gran cantidad de compuestos

interferentes como azucares o acidos (Brenda, 2001).

1.5.1. Obtencién de extractos
Para la obtencion de extractos de las distintas plantas existen diferentes procesos,
tanto, fisicos, quimicos como microbioldgicos, y se realizan a partir de una fuente vegetal y

utilizable en cualquier campo de la industria quimica y médico-farmacéutica (Treybal, 1986).

1.5.1.1. Maceracion. La maceracion por su parte consiste en un tipo de extraccion

fisica que se realiza generalmente a temperatura ambiente (Voigt, Bornschein, & Cachaza,
1982), y se fundamenta en el remojo del material vegetal que ha sido debidamente
fragmentado en un solvente como agua, etanol o glicerina para que éste penetre y disuelva
las porciones solubles; luego se tapa y se deja en reposo por un periodo entre 2 a 14 dias
con agitaciones esporadicas. Posterior, el liquido es filtrado, se extrae el residuo, y se elimina

el solvente en un rotaevaporador rotatorio para obtener el extracto (Gonzéalez, 2004).

1.5.2. Cromatografia en Capa Fina (TLC)
La cromatografia en capa fina (TLC, del inglés Thin Layer Chromatography) es una
técnica analitica que consiste en la separacion de los componentes de una muestra por su

migracion diferencial a través de una capa delgada de adsorbente, sostenido por una
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superficie plana inerte, en otras palabras, la separacién se realiza de acuerdo con los

coeficientes de reparto de las moléculas de la muestra.

Esta técnica permite determinar la pureza de un compuesto, identificar y comparar
analitos; asimismo, es de facil comprension y ejecucion, lo que posibilita realizar separaciones

en corto tiempo, versétiles y de bajo costo.

1.5.3. Cromatografia en columna

Se trata de un método fisico empleado para la separacion que se fundamente en la
diferencia de reparticion de los componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, la
prima mévil y la segunda estacionaria; donde sus moléculas de soluto son retenidas por la
fase estacionaria y luego arrastradas por la fase movil, de manera que, en caso de que los
componentes de la mezcla muestran diferentes acercamientos por alguna de estas fases, sus
velocidades medias de avance en el sistema serdn distintas, y la afinidad se puede establecer

por las fuerzas de Van der Waals, puentes de hidrégeno o transferencia de carga.

Aqui, los componentes que sean retenidos con fuerza por la fase estacionaria se
moveran mas lentamente a lo largo de dicha fase que aquellos que se unen débilmente; como
consecuencia de esta diferencia de movilidad los componentes de la mezcla se separan en
bandas discretas, que pueden ser analizadas cualitativa o cuantitativamente mediante el uso

de los detectores adecuados (Vallejo, Barrios, & Anaya, 2021).

1.6. Elucidacién estructural

Esta fase de diagnostico permite tomar una decision en cuanto a identificacion
estructural de las moléculas de aquellos compuestos en estudio. Como apoyo existen algunas
técnicas instrumentales para este llevar a cabalidad este objetivo, como: la Resonancia
Magnética Nuclear (RMN), la Espectroscopia IR, la Espectroscopia UV-VIS y la

Espectrometria de Masas (Pretsch, Clerc, Seibl, & Simon, 1970).
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La elucidacién estructural abarca todas las técnicas y métodos espectroscopicos para
describir de forma detallada y concisa una estructura molecular segun la informacién obtenida
sobre su estereoquimica, grupos funcionales y peso molecular (Pretsch, Clerc, Seibl, &

Simon, 1970).

1.7. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear se fundamenta en el
sometimiento de aquellos nlcleos con espines distintos de cero, a un campo magnético
externo (Bo) generado por un magneto superconductor, recubierto por un 50 criostato
compuesto de 2 camaras al vacio, una superficial de preenfriamiento que contiene nitrégeno
liguido a 77 Ky una interna de helio liquido a 4 K, cuya estructura que contiene al magneto

es soportada por unas fuertes bases anti vibratorias (Ruiz, 2020).

Esta técnica espectroscopica es de tipo no destructivo es Util en la determinacion de
las estructuras de los compuestos organicos, proporciona informacién acerca de la
identificacion de moléculas mediante la elucidacion de sus estructuras moleculares, con base
en las propiedades mecanico-cuanticas, magnéticas de los nulcleos atémicos e

implementacion de radio frecuencias (Ruiz, 2020).

En la fase de preparacion, el magneto superconductor causa el ordenamiento de los
nucleos analizados en diferentes estados de energia, y en la fase de deteccién, mediante la
Transformada de Fourier (FT) se utiliza el FID para obtener el espectro de RMN, donde el eje
de las abscisas corresponde al eje de frecuencias en el cual se observa el desplazamiento
guimico y el eje de las ordenadas donde se manifiestan la intensidad de las sefiales (Rifai,

Wittwer, & Horvath, 2018).
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1.8. Espectroscopia de masas

Potente técnica analitica cualitativa usada en la caracterizacion de moléculas
organicas segun el peso molecular obtenido de los patrones de fragmentacién de sus iones.
Los espectros estan estructurados por la abundancia relativa vs la relacion masa-carga m/z

de sus iones.

A diferencia de otras técnicas analiticas, la espectrometria de masas es de caracter
destructivo ya que una vez procesado el analito no se puede recuperar. No obstante, su alta
sensibilidad le otorga una ventaja al ser Unicamente necesaria una pequefia cantidad para

llevarse a cabo (Rifai, Wittwer, & Horvath, 2018).

1.9. Cromatografia liquida de alta eficiencia HPLC-MS acoplada a un detector de

arreglo de diodos DAD

Se emplea en el analisis cuantitativo y cualitativo de compuestos organicos en
mezclas multicomponentes, como extractos vegetales; esta técnica consiste en un sistema
totalmente automatizado que contiene una columna, un contenedor y bomba de fase movil,
un inyector y un detector, y se encuentra controlado por un programa informatico que registra

los cromatograficos y los picos individuales (Waksmundzka & Sherma, 2010).

El detector de fotodiodos UV/VIS (DAD), es el que usa mas a menudo, y favorece a
la recopilacién paralela de cromatogramas en un rango de longitudes de onda, de manera
gue proporciona mas informacion acerca de la constitucion de la muestra. De igual manera
el UV de cada pico da la seleccion de longitud de onda 6ptima para comprobar la pureza e

identidad del pico (Waksmundzka & Sherma, 2010).
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1.10. Cuantificacion de antocianinas por diferencial de pH

Esta cuantificacibn sugiere un método espectrofotométrico basado en la
transformacion de la estructura de las antocianinas en funcion al cambio de pH (rojizas pH1,
incoloros pH 4.5). Para ello, se deben preparan diluciones con el extracto etandlico junto con
una solucion buffer a un pH de 1 de cloruro de potasio y una solucién buffer a un pH de 4.5

de acetato de sodio (Martinez N. , y otros, 2011)

Después de la preparacion de las diluciones, se mide las absorbancias de las
muestras a la longitud de onda de 500 y a 700 nm, se emplea la formula para antocianinas
totales: A.T.(mg/L)=A*PM*FD*1000/¢1, tomando en consideracién la concentracién molar por
la formula de Lambert-Beer: C=A/¢L, el peso molecular del antociano que se encuentra en
casi total proporcion como por ejemplo la cianidina, el factor de dilucién utilizado, y la
absorbancia molar o coeficiente de extincién molar (¢), como constante fisica (Martinez N. , y

otros, 2011).
1.11. Prototipos para el desarrollo de productos de materias primas vegetales

El desarrollo de prototipos primordialmente se fundamenta en ensayos in vitro € in vivo
obtenidos en investigaciones que sustentan el gran potencial bioactivo de los extractos
vegetales para utilizar en la formulacion de productos; estas formulaciones podrian ser
empleadas en varios campos industriales incluyendo el alimentario, farmacéutico,

agroquimico, cosmeético, entre otros (Armendariz, Alvarez, & Galindo, 2016).

1.11.1. Desarrollo de productos ricos en antocianinas

El desarrollo de productos ricos en antocianinas ofrece una alternativa positiva en
sosiego a la creciente preocupacion de los consumidores por los efectos que traen consigo
los colorantes artificiales, siendo asi la aplicacion de estos compuestos en el mercado

comercial como remplazo a los sintéticos (Aguilera, Reza, Chew, & Meza, 2011).
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En la industria alimentaria, se usan en la incorporacién de bebidas y alimentos sélidos
como por ejemplo en la produccién de tortillas, utilizando maiz morado o azul para colorearlas
de forma natural; y en bebidas para la elaboracion de jugos a partir de extractos frutales y

vegetales con alto contenido de antocianinas (Aguilera, Reza, Chew, & Meza, 2011).

Otra industria que abre paso al empleo de estos compuestos activos como
componente principal en sus formulaciones es la farmacéutica que ademas fomenta el
consumo de estos como suplementos alimenticios con efectos realmente favorecedores para

la salud (Aguilera, Reza, Chew, & Meza, 2011).

También, recientemente la industria cosmética se suma a esta iniciativa de reemplazo
a los colorantes artificiales, formulando sus productos con extractos concentrados de

vegetales y frutas que contengan antocianinas (Aguilera, Reza, Chew, & Meza, 2011).
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Capitulo dos

Metodologia

En este apartado se describe a detalle el proceso que se hizo para cumplir con los

objetivos planteados.

2.1. Recoleccion de la materia prima

La recoleccion de la cumbia o kumpia se llevé a cabo en el centro Shuar Kaank
Grande, ubicado en la parroquia San José de Morona del cantdn Tiwintza, en la provincia de
Morona Santiago, (-3.4832164, -78.5430364) bajo el permiso de investigacion MAAE-

ARSFC-2021-1233, con el voucher.

2.2. Obtencién del pericarpio de Renealmia alpinia

Para la obtencion del pericarpio se cortaron los frutos maduros de la cumbia, y se
retiré el pericarpio que corresponde a la parte externa frutal del contenido de la pulpa que

sostiene a las semillas.

2.3. Preparacion de extracto del pericarpio de Renealmia alpinia

2.3.1. Deshidratacion

Luego de retirar el pericarpio, se llevé a deshidratacion durante 30 horas a 35°C.
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Figura 6

Deshidratacién del pericarpio de Renealmia alpinia

Nota. Pericarpio de Renealmia alpinia deshidratado [Fotografia], por (Benitez, 2022).

2.3.2. Trituracion
Para conseguir una materia manejable y reducir el tamafio de las particulas, se triturd

con un molino industrial hasta obtener un material pulverizado.

Figura 7

Pericarpio deshidratado y triturado

4 i

Nota. Pericarpio de Renealmia alpinia deshidrady triturado [Fotografia], por (Benitez, 2022).

2.3.3. Maceracion



21

Para extraer los compuestos quimicos de la especie vegetal, se macerd el pericarpio

con etanol al 99 % y agua destilada (7:3), cada 48 horas por tres veces.

Figura 8

Macerado del pericarpio de Renealmia alpinia

Nota. Macerado del pericarpio deshidratado de Renealmia alpinia [Fotografia], por (Benitez, 2022).

2.3.4. Filtrado y concentrado
Una vez macerado, se filtr6 con un kitasato y un embudo blichner, y se concentrd en

un rotaevaporador a 30°C aplicando vaci6 para eliminar trazar de etanol.
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Figura 9

Filtrado y concentrado del pericarpio de Renealmia alpinia

=

Nota. Macerado del pericarpio de Renealmia alpinia filtrado y concentrado [Fotografia], por (Benitez,

2022)

Peso del extracto de 100gramos de cumbia = 20.2g

Rendimiento = (20.2/100)x100

Rendimiento = 20.2%

2.4. Estudio cromatogréfico parala separacion de metabolitos secundarios a través

de TLC en fase directa

Se realiz6 un analisis cualitativo mediante distintas mezclas de solventes y
polaridades con el objetico de hallar la mezcla adecuada para lograr separar los compuestos

contenidos en el extracto del pericarpio de Renealmia alpinia.

2.4.1. Uso de mezcla de solventes y polaridades

En relacion con lo anterior, se prob6 con los siguientes disolventes y polaridades:



Tabla 2

Mezcla de solventes y polaridades separacion de metabolitos
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Fase Mezcla de solventes Polaridades
Etil acetato/acido férmico/agua 7:1.5:15
n-butanol/acetato de 13:5:2:3
butilo/acido férmico/agua
n-butanol/acetato de 13:5:2:3
butilo/acido acético
glacial/agua
n-butanol/acetato de etilo/acido
férmico/agua 13:3:2:3
Fase directa Acetona/acetato de etilo/acido 10:11:2:4
férmico/agua
7:1:1:1.5*
Acetato de etilo/metil-etil- 6.5:1:1:1.5*
cetona/acido férmico/agua* 6:1:1:2
Acetato de etilo/acido 14:3:3
férmico/agua
n-butanol/acido acético 12:3:5

glacial/agua
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Figura 10

Tlc en fase directa

Nota. Tlc en fase directa [Fotografia], por (Benitez, 2022).

2.4.2. Cromatografia en TLC preparativa

Para la separacién de muestras grandes se utilizé la metodologia de TLC preparativa.

En una placa de vidrio de 20x10 cm recubierta de gel de silice en fase directa se
sembraron 20 mg del extracto diluidos en 2 ml de etanol, posteriormente, se ingreso a la
camara de TLC preparativa con la mezcla de solventes y polaridad establecida hasta que

esta se absorba a lo largo de la placa y la separacion de compuestos sea notoria.



25

Figura 11

Tlc preparativa en fase directa

u‘:\\ - ; Q,‘/’
Nota. Tlc preparativa en fase directa [Fotografia], por (Benitez, 2022).

Una vez terminada la separacion de los compuestos, se visualizé bajo luz UV, y se
sefalaron los compuestos separados para empezar a retirar cada uno de ellos. En secuencia
los compuestos ya retirados se filtraron y diluyeron con una mezcla de solventes (metanol
80%/agua 15%/acido acético5%), en un balén de destilacion hasta que el color contenido en

la silica se retird por completo.

En sucesidén cada balén con el compuesto contenido se rota-evaporé para eliminar las
trazas de solvente y concentrar cada uno de ellos respectivamente. De la misma manera para

asegurar que cada compuesto no contengan trazas se empleé CO2 y vacio.

Figura 12

Balones con los compuestos aislados por tlc

Nota. Compuestos asilados de los fragmentos separados de la tic preparativa [Fotografia], por

(Benitez, 2022).
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Finalmente, para asegurar que el compuesto aislado efectivamente correspondia cada
uno de los fragmentos visualizado en la tlc preparativa, se realizé una tlc a cada uno de ellos

y se comparo6 el Rf inicial de todos ellos, con la ecuacion:

distanciarecorrida por el compuesto
 distancia recorrida por el disolvente

2.5. Andlisis en resonancia magnética nuclear (RMN) para identificar moléculas

El primer analisis que se llevé a cabo es RMN en el equipo Magneto superconductor
Bruker 500 MHz, para el experimento de Proton, Carbono, COSY, HMBC, HMQC, con los

solventes que se muestra en la tabla 3.

Tabla 3

Andlisis en RMN de los compuestos aislados

Compuesto aislado Solventes Experimento
Compuesto 1 Acetona, acido Protén, Carbono 13, COSY, HMBC,
trifluoracético HMQC
Compuesto 2 (TFA)/metanol 95:5,
acido

trifluoracético/metanol

Compuesto 3 90:10, metanol/agua

2.6. Andlisis mediante cromatografia HPLC-MAS-DAD para la determinaciéon del

peso molecular de metabolitos secundarios

Ademas, se empled la técnica Cromatogréfica Liquida de Alto Rendimiento (HPLC),

mas Detector de Arreglo de Diodos (DAD), y detector espectrometro de masas.



Tabla 4

Analisis en HPLC-MAS-DAD de los compuestos aislados
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Anédlisis HPLC+DAD

Compuesto Equipo Columna Fase Gradiente Cauda Temper Volumen de Longitud
Aislado movil I atura inyeccion de onda
Compuestol Thermo BDS FASE A: 0-10 min 0,8 25°C 10 ul 520 nm
scientifi HYPERSI agua 90% A-10% ml/min
c L C18. 95%/acido B
Compuesto 2 Dionex Dim, (mm) acético 5%
ultimate 250x4,6 FASE B: 10-20 min
3000 metanol 70% A-30%
55%/agua B
40%/acido

Compuesto 3

Compuesto 4

acético 5%

20-30 min
90% A-10%
B

Nota. Representacion de las condiciones empleadas para el analisis.

2.7.

antocianinas totales en el extracto del pericarpio de Renealmia alpinia

Cuantificacion por diferencial de pH para la determinacién de la cantidad de

Para la cuantificacién de antocianinas totales se realizé el método diferencial de pH,

con el objetivo de conocer la cantidad aproximada contendida en cierto gramaje del extracto

para la formulacién de productos en base a estos compuestos.

Primero se prepararon diluciones 1 mg del extracto etanélico con una solucién buffer

pH 1 de cloruro de potasio y con una solucién buffer pH 4.5 de acetato de sodio cada una

para un balén de aforo de 25 ml, y con ello seguidamente, se calcul6 la absorbancia de cada

muestra a una longitud de onda de 500 nm y a 700 nm.

La absorbancia (A) se calcul6 de la siguiente manera:
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A = [A500 — A700]pH1 — [A500 — A700]pH4.5
A =1[0.254 nm — 0.072 nm] — [0.105 nm — 0.052 nm]
A =0.129 nm

En sucesion para calcular el contenido total de antocianinas se uso6 el peso molecular y la

absorbancia molar del pigmento que se presenta en mayor proporcion, la cianidina (PM

449.2), cuya ecuacion es:

A*PM = FD %1000
ex1

Antocianinas totales (mg/L) =

0.129 nm * 449.2g/mol x 4 » 1000mg /L
26900g/mol * 1

A.T (mg/L) =

A.T (mg/L) = 8.62mg/L — 8.62mg/kg

Donde, A es la absorbancia obtenida, PM es el peso molecular de la cianidina, FD es el

factor de dilucion, y € corresponde a la absorbancia molar.

Expresado en porcentaje:

8.62mg — 1000g
x = 100g
x = 0.862mg
% = 0.862 * 100
% = 86.2

2.8. Propuestade prototipos para el desarrollo de productos a partir de antocianinas

Para este apartado se us6 como herramienta de primera mano, el buscador “Google
academic” y el buscador informatico cientifico “CAS SciFinder” mediante los cuales se

localizaron documentos, articulos, libros, e investigaciones acerca de la elaboracion de
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productos a partir de antocianinas; asi como sitios web destinados a la promocién de
productos cosméticos e industriales en los que se incluyen estos pigmentos vegetales con

potencial de reemplazo a los colorantes sintéticos para la formulacion de productos.
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Capitulo tres

Discusion de resultados

3.1. Separacion de compuestos a través del método cromatogréafico TLC en fase

directa

En la tabla 5 se muestran los resultados de la tic en fase directa.

Tabla s

Mezcla de solventes y polaridades

Fuente Fase Solventes Polaridad Resultado
Extracto Directa Etil acetato/metil- 7:1:1:1.5* Separacion
liofilizando del etil-cetona/acido diferenciada de tres

pericarpio de férmico/agua compuestos
Renealmia Separacion
o 6.5:1:1:1.5*
alpinia (5 mg en diferenciada de tres
0.5 ml de etanol) compuestos

Nota. En esta tabla se presenta la mezcla de solventes a dos polaridades distintas con las que se

logré una correcta separacion de compuestos en placas de gel de silice.

Figura 13

Separacion de tres metabolitos en tlc

Nota. Separacion de tres metabolitos en tic [Fotografia], por (Benitez, 2022).
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En la imagen 13 se consigue observar en la tic la separacion diferenciada de tres

compuestos, aqui también se tomo en cuenta el compuesto que se posiciona en la base de

la lamina para posteriores analisis debido a su interesante coloracion.

Las separaciones antes mostradas del extracto liofilizado del pericarpio de Renealmia

alpinia, respondieron de manera éptima a la mezcla de: etil acetato, metil-etil-cetona, acido

formico, agua, tanto en la polaridad de 7:1:1:1.5, como de 6.5:1:1:1.5, segun el método

empleado por los autores (Vaccari & Pifferi, 1978) en su articulo“New Solvents for Paper and

Silica Gel Thin Layer Chromatography of Anthocyanins” quienes ademas propusieron en su

articulo otras 8 mezclas mas; no obstante dichas mezclas no resultaros ser favorecedoras

para la separacion de los metabolitos secundarios contenidos en el extracto.

Tabla 6

Rf del recorrido de los metabolitos aislados

Compuesto Rf
Compuesto 1 0.4
Compuesto 2 0.25
Compuesto 3 0.1
Compuesto 4 0

En la tabla 6 a continuacién se presenta el Rf que representa el recorrido de los

metabolitos:
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Por lo que en base a esto mas adelante ayudo a la comparacién entre la primera tlc
gue se hizo con esta mezcla a esta polaridad, frente a la tlc por separado de cada compuesto

aislado.

3.1.1. Separacion de metabolitos a través del método cromatografico TLC preparativa

Una vez encontradas las mezclas de solventes y las polaridades adecuadas para
separar cada uno de los metabolitos, en la tlc preparativa se emple6 la mezcla de etil
acetato/metil-etil-cetona/acido formico/agua a una polaridad de 7:1:1:1.5, debido a que esta

concedié mayor visualizacion de las bandas fragmentadas dado el aumento del etil acetato.

A continuacion, en la imagen 14 se presenta la tlc preparativa, donde se puede visualizar
la separacion diferenciada de tres fragmentos.

Figura 14

TLC preparativa bajo luz UV

Nota. TLC preparativa con siembra de 20 mg del extracto [Fotografia], por (Benitez, 2022).

En laimagen es posible distinguir cada separacién con coloraciones dentro de la gama
de violetas, por cuanto efectuando un analisis observativo se puede inferir que se tratan de

antocianinas y sus clasificaciones como la bibliografia lo describe (Garzon, 2008), ya que
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estos pigmentos son responsables de esta escala de colores que se encuentran contenidas

en las vacuolas de algunas frutas, hortalizas y cereales.

Figura 15

Tlc de cada compuesto aislado

Nota. En la figura 15 se logra visualizar el recorrido de cada uno de los metabolitos aislados; se
comparé con el Rf de la tic modelo para asegurar que cada uno correspondia efectivamente al

metabolito [Fotografia], por (Benitez, 2022).

3.2.  Analisis en resonancia magnética nuclear (RMN)

Como la literatura lo sugiere en cuanto a la caracterizacion de antocianinas por RMN
(Qyvind & Fossen, 2003), los solventes que han dado buenos resultados para este tipo de
metabolitos son el acido trifluoroacético (TFA) deuterado al 1 % (v/v) en metanol, por lo que,
al no disponer de este solvente, y solamente poseer TFA a grado reactivo se utilizé este y

otros solventes mas en busqueda de obtener espectros mas amplios.

En las siguientes figuras se presentan los resultados obtenidos de los analisis por

RMN.



Figura 16
Espectros del compuesto 1 en acetona
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Nota. No se logran visualizar los picos del compuesto 1 como se esperaria.

Figura 17
Espectros del compuesto 2 en 4cido trifluoracético, metanol 95:5
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Nota. Se visualiza un pico largo y otros pequefios del compuesto con TFA/metanol.
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Es relevante mencionar que ademas de este solvente, se emplearon otros mas con el
fin de hallar picos con mejores extensiones, sin embargo, la figura 18 muestra los Unicos

ligeros picos obtenidos con este disolvente.

De igual forma, para este compuesto se intentd con algunos otros solventes, entre
ellos, metanol, acetona, agua, &acido acético, aunque ninguno de ellos otorgd una
visualizacién de estos picos; siendo el acido trifluoracético/metanol en proporcion 95:5 el
Unico por el cuél se obtuvieron los cortos picos que se muestran la figura 17.

Figura 18

Espectros del compuesto 3 en acetona
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Nota. Se visualiza un pico extendido y otros mas pequefios del compuesto 3 con acetona.

También para el compuesto 3 se emplearon algunos otros solventes hasta encontrar
el adecuado para los analisis de RMN; en esta exploracion, la acetona fue el Unico medio por

el que se pudieron apreciar los pequefios picos que se muestra en la figura 18.



Figura 19

Espectros del compuesto 4 en &cido trifluoracético, metanol 90:10
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Nota. Se visualiza un pico levemente extendido y otros mas pequefios con TFA/metanol.
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Al igual que el compuesto 2, este ultimo logré proyectar picos con el &cido

trifluoracético/metanol, pero en proporcién 90:10 (y no con ningldn otro solvente) como se

observan en la figura 19.

La cantidad, el solvente, las condiciones de conservacion, el método de extraccion e

inclusive el equipo son algunos de los factores que pudieron haber sido filtro de esta

consecuencia (dyvind & Fossen, 2003).

Ante las figuras expuesta es evidente que no se cuenta con informacion suficiente

para lograr asignacion completa de resonancias de carbono y protones de estos compuestos,

por lo que no fue posible la elucidacion molecular.
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3.3. HPLC-MS-DAD

En la figura 20 se presentan los resultados obtenidos por HPLC-MS-DAD, de la
adaptacion del método empleado por (Prencipe, y otros, 2014), con fase A: agua 95%/acido

acético 5%, fase B: metanol 55%/agua 40%/acido acético 5%.

Figura 20

Antocianinas identificadas en Vaccinium por HPLC-UV/DAD

Peak number Compound ty (min) UV Ay () M* (mjz) MS* (mfz)
1 Delphinidin-3-0-galactoside 84 277,525 465 303
2 Delphinidin-3-0-glucoside” 93 277,525 465 303
3 Cyanidin-3-O-galactoside 10.1 280,518 449 287
4 Delphinidin-3-0-arabinoside 105 277,525 435 303
5 Cyanidin-3-0-glucoside® 112 280,518 449 287
[ Petunidin-3-0-galactoside 11.8 277,528 479 37
7 Cyanidin-3-0-arabinoside 122 280, 518 419 287
8 Petunidin-3-0-glucoside” 127 277,528 479 317
9 Peonidin-3-0-galactoside 135 280, 520 463 30

10 Petunidin-3-0-arabinoside 139 277,528 449 317

11 Peonidin-3-0-glucoside 146 280, 520 463 3m

12 Malvidin-3-0-galactoside 14.8 278,531 493 31

13 Malvidin-3-0-glucoside” 15.7 278,531 493 31

14 Malvidin-3-0-arabinoside 169 278,51 463 i

Nota. Adaptado de Metabolite profiling of polyphenols in Vaccinium berries and determination of their

chemopreventive properties, por (Prencipe, y otros, 2014).

Acorde a la informacion obtenida por HPLC-MS-DAD, se compararon con los
resultados obtenidos en la identificacion de otras antocianinas de extracto de MeOH
acidificado de bayas de Vaccinium por este mismo método cromatogréfico, pero empleando
una adaptacion distinta en funcion a los disolventes disponibles para las fases méviles ya que

los autores de este trabajo usaron acido férmico.

A continuacién, en la tabla 7 se muestran los datos arrojados por el equipo de HPLC

y se hace contraste con los datos de la figura 20.
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Tabla 7

Datos obtenidos por HPLC y compuesto al que se asocia

Compuesto Compuesto asociado Tiempo UV (nm) M* MS?
(min) (m/z) (m/z)
1 Cianidina-3-O-galactosa
Cianidina-3-O-glucosa 18.6 238 449.12 286.99
2 Cianidina-3-O-galactosa 19.7 237 449.18 287.14

Cianidina-3-O-glucosa

3 Delfinidina-3-O-galactosa 19.8 235 465.17 303.08
Delfinidina-3-O-glucosa

3.4. Cuantificacion por diferencial de pH

La cantidad de antocianinas totales varia en torno a varios factores: el origen de la
especie vegetal, posicion geogréafica, factores climaticos, maduracién de la especie, luz,
método de extraccion (Jaakola, 2013), entre otros, por lo que especificar una cantidad exacta
de antocianinas totales presentes no resulta ser factible. Autores como (Maltabar, 2020) en
su estudio presentado, nos ofrece un claro ejemplo de lo antes mencionado donde se muestra
la cantidad de antocianinas totales en ejemplares ricos en antocianinas por cada 100 gramos;
la harina morada con un contenido de 69.09 mg, el mortifio 10.62 mg, la flor de jamaica 26.54

mg y la col morada 19.97 mg.

En contraste a lo expuesto, y comparando los resultados obtenidos mediante el mismo
método de cuantificacion, la cumbia presenta una cantidad de 0.862 mg y aunque como se
menciona, algunos factores pueden divergir en las diferentes muestras, de todas maneras es
evidente que existe una gran variacion entre los resultados por cada 100 gramos obtenidos
de esta especie tintoreal por lo que se podria inferir que el método que sugieren (Martinez N.
, y otros, 2011) para dar un valor numérico a estos compuestos no es totalmente concreto

para determinar la cantidad exacta de antocianinas totales.
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3.5. Desarrollo de la preformulacién de prototipos

Para cumplir con el objetivo planteado se ha realizado previamente un exhaustivo
estudio bibliogréafico en donde diversas investigaciones exponen las aplicaciones actuales de
las antocianinas por sus caracteristicos y provechosos colorantes, ademas de métodos de
extraccién modernos que conducen a aminorar costos, aumentar rendimientos y en conjunto
al estudio de pigmentacion de cada uno de los tipos de antocianinas mejorar la idoneidad de

estos como colorantes naturales (Marina & Alicia, 2021).

La toxicidad de los colorantes sintéticos usados en alimentos, cosméticos y productos
farmacéuticos investigados desde hace muchos afios genera hasta la fecha una creciente
preocupacion; autores como (Hallagan, 1991) y (Lauro, 1991) reportan desde hace 12 afios
gue los colorantes rojo No.2 y No.40 se han prohibido en paises como Austria, Japén,
Noruega y Suecia, debido a que se encuentran ligados a efecto nocivos para la salud, no
obstante es importante hacer énfasis que el rojo No.40 en pleno 2023 aln se encuentra en
escrutinio y se sigue usando en ciertos paises pese a que algunas investigaciones han
demostrado que este se encuentra asociado a la hiperactividad y déficit de atencion infantil

(Dey, 2018).

Los antecedentes expuestos son indicios suficientes para disminuir la demanda de
colorantes artificiales y optar por colorantes naturales como las antocianinas, no obstante, las
politicas regulatorias para el uso de dichos colorantes varian segun el pais (Ottersaater,
1999), por ejemplo, Estados Unidos es el pais mas condicional, y Gnicamente permite que
estos sean provenientes de la cdscara uva, col morada, rdbanos y variedades de bayas
(Garzén, 2008). En contraste, la Union Europea, Corea del Sur, Arabia Saudita, Israel, Iran,

Malta, Colombia, Chile, Perd, y los Emiratos Arabes reconocen a todos los colorantes
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derivados de las antocianinas como naturales y tienen luz verde para ser usados ampliamente

(Ottersaater, 1999).

Para el desarrollo de productos con antocianinas como colorantes naturales y
propiedades bioactivas, al igual que otros se dividen en dos grupos: desarrollo de la
formulacion y desarrollo del proceso de manufactura, aunque al final se realizan a la par. Tras
el estudio preliminar de las caracteristicas fisicoquimicas del principio activo que abarcan la
solubilidad, polimorfismo, pH, toxicidad se abre paso a la fase de preformulacién, una fase en
la que se propone el uso y combinacion de excipientes junto con el principio activo para

obtener como resultado un producto conforme.

Es por ello por lo que en este capitulo se incluye un analisis de los estudios realizados
respecto a la compatibilidad entre el principio activo con los excipientes candidatos para las

preformulaciones.

3.5.1. Estandarizacion del compuesto bioactivo para la formulacién de productos

En funcién a los datos obtenidos de la cantidad total de antocianinas mediante el
método de diferencial de pH, siendo el porcentaje 86.2 en cada 100 gramos para la
formulacion de los productos es necesario establecer la cantidad de principio activo (%) para

cada una de las preformulaciones.

En este sentido es importante considerar segun lo indican autores como (Marafion, y
otros, 2018) que estos compuestos no presentan toxicidad, y por el contrario otorgan valor
benéfico para la salud como lo describe el articulo “Propiedades funcionales de las
antocianinas” escrito por (Ortiz, M. Reza, & Meza, 2015) fundamentado ademéas en otras

investigaciones bibliograficas.

Asi mismo se ha determinado que el efecto terapéutico de estos compuestos varia

segun la naturaleza de la especie vegetal de la que se extraigan y que por lo general basta
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con cantidades pequefias para que estas sean favorables, por lo que para las
preformulaciones de las bolsas de té y suplemento dietético es posible afiadir en cantidades
recomendadas de ingesta alrededor desde 60 mg por dia de acuerdo a las indagaciones
presentadas por (Clifford, 2000). No obstante, debido a su potente porte tintoreal, y puesto
gue por via oral los mecanismos de absorcion son diferentes que para transporte dérmico en
los cosméticos como en este caso el sérum exfoliante se debe tener en cuenta no afiadir
cantidades grandes para que este no resulte dificil de solubilizar en el proceso de manufactura

y se retire con facilidad cuando este se haya aplicado.

3.5.2. Sérum exfoliante

Para el primer prototipo de la preformulacién de un sérum exfoliante en la tabla 8 se
muestra la funcion, los excipientes candidatos, y el rango en el que segun el “Handbook of
Pharmaceutical Excipients”, editado por (Sheskey, Cook, & Cable, 2017) en su 8va edicion,

se deben utilizar.

Tabla 8

Excipientes candidatos para la elaboracion de un sérum exfoliante

EXCIPIENTES PARA LA ELABORACION DE UN SERUM EXFOLIANTE CON
ANTOCIANINAS DEL PERICARPIO DE
Renealmia alpinia

Funcién Excipientes candidatos Rango (%)
Antioxidante Acido ascorbico 0.01-0.1%
Niacinamida 1.25%-2.5%
Galato de dodecilo 0.001-0.1%
Acido edético 0.005-0.1%
Vitamina E 1-3%

Humectante Aloe Vera 1%




Hidrolato de té 1-3%

Propilenglicol 15%
Lactato de sodio 2-3%
Glicerina 5-15%
Tensioactivo Palmitato de sacarosa 0.5-5%
Monooleato de glicerilo 4-5%
Butilhidroxianisol 0.005-0.02%
Docusato de sodio 0.01-1.0%
Polisorbato 80 1-5%
Antimicrobiano Clorocresol 0.075-0.2%
EDTA 0.01-0.1%
Etilparabeno 0.4-0.8%
Metilparabeno sodico 0.02-0.3%
Cetrimida 0.005% w/v
Espesantes Esteres de acidos grasos de
sorbitén polioxietilenado 1-15%
Aromatizantes Uva
Mora 0.1%
Fresa
Cereza
Estabilizante Alginato de sodio 1-3%
Estearato de sacarosa 0.2-0.5%
Arginina 0.1%
Bentonita 1%

Goma xantan 0.2-0.5%
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Por consiguiente, en la tabla 9 se plantea una tentativa previa a una formulacién real.

Tabla 9

Preformulacién propuesta para la elaboracion de un sérum exfoliante

PREFORMULACION PROPUESTA PARA LA ELABORACION DE UN SERUM EXFOLIANTE

CON ANTOCIANINAS DE Renealmia alpinia

Componente

Funcién

Porcentaje (%)

Extracto del pericarpio del
fruto de Renealmia alpinia

Antioxidante 1%
Polisorbato 80 Tensioactivo 3%
A. ascorbico Antioxidante/antibacteriano 0.1%
Alginato dee Na Conservante 3%
Propilenglicol Humectante 9%
Vitamina E Antioxidante 2.6%
Hidrolato de té Humectante 2%
Aloe vera Humectante 1%
Glicerina Humectante/Control de la 5%
viscosidad
CMC Espesante 1%
Aromatizante de uva Aromatizante 0.1%
Agua de rosas Humectante 36.2%
Agua Humectante 36%

3.5.2.1. Esquematizacion del proceso de manufactura del sérum exfoliante

En lafigura 21, se presenta la esquematizacion del proceso de manufactura del sérum

exfoliante.
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Figura 21

Esquematizacion del proceso de manufactura del sérum exfoliante

ﬁUM EXFOLIANTE CON ANTOCIANINAS DE

Renealmia alpinia

PREMEZCLA 1 »| PREMEZCLA 2 »| PREMEZCLA 3 »| MEZCLA FINAL
Solubilizar el API con Liquidos: agua y agua quL:Ld;;Z S;:;I:‘;J::OS: Homogenizar la premezcla
propilenglicol y el CMC de rosas 9 hid IY to de 16 ! 2y 3, para finalmente
iarofato de te agregar la premezcla 1y
afiadir el aromatizante

Mezclar Mezclar

Y A
Sélidos: alginato de Liguidos y sélidos:

Na, acido ascérbico vitamina E, polisorbato

Nota. Proceso de manufactura del sérum exfoliante con antocianinas, por (Benitez, 2022).

3.5.3. Bolsas de té de frutos rojos enriquecidas con Renealmia alpinia
Para el segundo prototipo de la preformulacién de bolsas de té, en la tabla 8 se
muestra la funcién, los excipientes candidatos, y el porcentaje a afiadir segun el criterio del

formulador.

Tabla 10

Preformulacién propuesta para la elaboracion de bolsas de té

PREFORMULACION PROPUESTA PARA LA ELABORACION DE BOLSAS DE TE DE
FRUTOS ROJOS CON EXTRACTO DEL PERICARPIO DE
Renealmia alpinia

Ingredientes Funcion Porcentaje (%)
deshidratados

Extracto liofilizado de

cumbia (Renealmia Antioxidante 60%
alpinia)
Fresas Antiinflamatorio/desintoxicante/anticoagulante 8%
Fragaria vesca
Cerezas Antioxidante/depurativo/inmunitaria 8%
Prunus cerasus
Arandanos Antioxidante/inmunitaria 8%
Vaccinium myrtillus
Moras Antioxidante/antiinflamatoria 7.95%

Rubus glaucus
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Jamaica Antioxidante/antiséptica/diurética/astringente/seda 8%
Hibiscus sabdariffa nte
Hojas de Stevia Endulzante natural 0.05%

Stevia rebaudiana

3.5.3.1. Esquematizacion del proceso de manufactura de bolsas de té de

frutos rojos con extracto de Renealmia alpinia

En la figura 22 se expone la esquematizacion del proceso de manufactura de las

bolsas de té.

Figura 22

Esquematizacion del proceso de manufactura de bolsas de té

PREPARACION DE LA »| DESHIDRATACION - TROCE »|  EMBOLSO
MATERIA PRIMA
Seleccionar, lavar, y desinfectar Deshidratar a granel a 45 °C Trozear los frutos deshidratados Embplsar ENEESRBES
las hojas de stevia y los frutos por 12 horas hasta que la a LN tamafio consinderable porciones de_ cada o de los
rojos a eleccion humedad sea menor al 10% frutofsoﬂzlsai:jgnun la

Nota. Proceso de manufactura de bolsas de té de frutos rojos con extracto de Renealmia alpinia, por

(Benitez, 2022).

3.5.4. Suplemento dietético en forma de cépsulas de polvo

Para el Gltimo prototipo propuesto para la preformulaciéon de un suplemente dietético
en forma de capsulas de polvo, al igual que el primer prototipo, en la tabla 11 se muestra la
funcién, los excipientes candidatos, y el rango en el que segun el “Handbook of
Pharmaceutical Excipients”, editado por (Sheskey, Cook, & Cable, 2017) en su 8va edicion,

se deben emplear.



Tabla 11

Excipientes candidatos para la elaboracion de capsulas de polvo

EXCIPIENTES PARA LA ELABORACION DE CAPSULAS DE POLVO DE
ANTOCIANINAS EXTRAIDAS DE
Renealmia alpinia

Funcion Excipientes candidatos Rango (%)
Desintegrante Silicato de magnesio y 2-10%
aluminio
Celulosa microcristalina 5-50%
Croscarmelosa 10-25%
Goma de guar 0.1-10%
Almidén de hidroxipropilo 10-70%
Lubricante Estearato de magnesio 0.25-5% wiw
Maltodextrina 0.5-1%
Estearato de polioxietileno 1-2%
Benzoato de sodio 2-5% wiw
Cloruro de sodio 10-80%
Antioxidante Metabisulfito de sodio 0.01-1.0% wiv
Ac. Ascorbico 0.01-0.1%
D-manosa 2-4%
Galato de octilo 0.01-1.0%
Citrato de tributilo 10-20%
Conservante Benzoato de Na 0.02-0.5%
Betadex sulfobultil éter sédico 0.01-0.1%
Bisulfito sodico 0.1-20%

Acido sérbico 0.05-0.2%




Edetato tetrasédico 0.01-0.2% w/v

En derivacion, en la tabla 12 se plantea una tentativa de los excipientes y sus

porcentajes para una formulacion real.

Tabla 12

Preformulacién propuesta para la elaboracion de capsulas de polvo

PREFORMULACION PROPUESTA PARA LA ELABORACION DE CAPSULAS DE
POLVO CON ANTOCIANINAS EXTRAIDAS DEL PERICARPIO DE Renealmia alpinia

Componente Funcion Porcentaje (%)

Extracto liofilizado del Antioxidante 10%
pericarpio del fruto de
Renealmia alpinia

Celulosa microcristalina Desintegrante 14.7%
Almiddn de hidroxipropilo Diluyente 70%
Estearato de magnesio Lubricante 5%

Bisulfito sédico Conservante 0.30%
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3.5.4.1. Esquematizacion del proceso de manufactura de cdpsulas de polvo

con antocianinas del pericarpio de Renealmia alpinia

Figura 23

Esquematizacion del proceso de manufactura de capsulas de polvo

A

FABRICACION DE LAS CAPSULAS \
DURAS DE GELATINA LLENADO »| EMPAQUETADO
A

\

Preparar la geltina a partir LLenaI( I?IS' ce;psgla:s conel Empagquetar en blisters o
de coligeno —| extracto liofilizado del pericarpio —> frascos
de Renealmia alpinia

\ y

Sumergir los punzones de
acero del la maquina de
capsulas en la gelatina para
dar cuerpo

Unir las capsulas para cerrar
el sistema

A

Y

. Expulsar la capsula final  |—
LLevar al area de secado

mientras giran para que la
gelatina se distribuya
uniformemente

\

Quitar el cuerpo de los
punzones, y cortar endos [—
partes

Nota. Proceso de manufactura de las cdpsulas de polvo con antocianinas del pericarpio de

Renealmia alpinia, por (Benitez, 2022).
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Conclusiones

Tras el desarrollo del presente Trabajo de Integracién Curricular, entorno a los
resultados obtenidos se logré estudiar a cabalidad la composicién quimica del pericarpio de
Renealmia alpinia buscando en sucesion alternativas de uso sustentable que beneficien
principalmente a los pueblos originarios de manera que estos aprovechen en totalidad lo que

esta valiosa especie ofrece.

Mediante el método de TLC, se consigui6 develar lo que constituye en gran proporcion
el exocarpo de la kumpia, siendo las antocianinas los pigmentos astro y el universo de esta
investigacion; que a primera impresion resaltan distinguidamente por sus atractivas
coloraciones. Y aunque anteriormente se describe el método de RMN, este no constituyé un
medio eficiente para alcanzar nuestros objetivos debido a la falta de reactivos adecuados
para su estudio quimico segun la bibliografia, por lo que, en alternativa, se logré caracterizar
guimicamente a través de HPLC-MS-DAD, destacando la cianidina-3-o-glucosa, cianidina-3-
o-galactosa, delfinidina-3-o-glucosa y delfinidina-3-o-galactosa como principales variantes
presentes. Y en complemento se determind una cantidad de 0.862mg/100g, por el método de

cuantificacion por diferencial de pH.

En derivacion a esto, proponer el uso potencial del pericarpio que recubre la especie
en funcion de su composicién quimica, apertur6 la posibilidad de plantear tres productos a
escala industrial que se prototiparon, entre estos, en la industria cosmética un sérum
exfoliante, en la industria alimentaria bolsas de té, y en la industria farmacéutica capsulas de
polvo como suplemento dietético, todos ellos con capacidad antioxidante avalada por las

distintas investigaciones bibliograficas y de campo desde hace méas de un siglo.

Finalmente, cabe destacar que investigaciones como ésta proveen un futuro

confortador para incrementar el uso de estos colorantes como alternativas a los pigmentos
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sintéticos que traen consigo efectos nocivos para el consumidor, abriendo paso a nuevas
investigaciones en donde se pueda utilizar plantas autdctonas de nuestro pais como materia

de extraccion a través de técnicas mas eficaces, a menores costos y sobre todo ecoldgicas.
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Recomendaciones

Para investigaciones futuras referentes al estudio de este espécimen u otras especies
vegetales compuestas por antocianinas se recomienda intentar realizar otros tipos de
cromatografia para la separacion de grandes cantidades de compuestos contenidos en el
extracto de dichas materias, estos pueden ser por ejemplo cromatografia en columna, para

poder obtener mejores resultados en los analisis por RMN.

Conjuntamente para posibilitar la solubilidad de las sustancias aisladas y conseguir
espectros con mayor amplitud en RMN para la posterior elucidacion molecular, se recomienda
emplear &cido trifluoroacético o acido formico grado deuterado segun lo emplean (Jyvind &

Fossen, 2003).

Por otra parte, en HPLC debido a su pH y su polaridad se sugiere usar el acido férmico
en las fases maviles como lo han utilizado otros autores que han evaluado antocianinas por
este mismo método (Prencipe, y otros, 2014); aunque de no tener disponible dicho solvente
para estos ensayos se puede también optimizar el método antes adaptado para obtener datos

mas exactos.

De igual manera solamente en el caso de que no se logre analizar por HPLC masas-
DAD el extracto puro, se aconseja aplicar el método de cuantificacion por diferencial de pH

con la observacion de que este no se trata de un método completamente especifico.

Por concluyente, se recomienda de manera especial continuar con las investigaciones
pertinentes en cuanto a esta y muchas especies vegetales mas que hasta el momento se
encuentran inexploradas, esto con el afan de crear nuevas fuentes de explotacion renovable

para comunidades que tienen por desapercibida la riqueza natural de la que son duefios.
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Apéndice

Apéndice A. Mezcla de solventes y polaridades usadas en la separacién de

metabolitos por TLC

Fuente Fase Solventes Polaridad Resultado
Extracto Indirecta Metanol/agua 8:2 |
liofilizando
del
—
pericarpio
de No separacion
Renealmia VI n
. 7:3 4
alpinia (5 -
1
mg en 0.5 ' :'
'
ml de ‘!
!
etanol) Minima
separacion de
un solo
compuesto
6:4
18
|

No separacion
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5:5

No separacion
Directa Hexano/acetato 8:2

No separacion
7:3

No separacion
6:4

Minimo indice de
separacion

5:5

No separacion
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Etanol/acido férmico 6:4
No separacién
Etanol 10 -
No separacion
Metanol 10
,‘
Separacion de
un solo
compuesto
Etanol/acetato 5.5
s
No separacion
Etanol/ acido 5:3:2 {1 | f

férmico/agua




62

No separacion

N-butanol/ butil
acetato/ acido
férmico/agua

13:5:2:3

No separacion

N-butanol/ acido
acético glacial/ acido
férmico/ agua

13:5:2:3

N-butanol/ etil
acetato/ acido
férmico/ agua

13:5:2:3

No separacion

10:11:3:2

e

No separacion
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Acetonal/ etil acetato/ 10:11:2:4
acido férmico/ agua
No separacion
10:11:4:2
No separacion
Etil acetato/ acido
férmico/ agua 14:3:3
No separacion
1,
N-butanol/ acido 12:3:5

aceético/ agua

Minima
separacion de
un compuesto
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Etil acetato/ metil- 7:1:1:1
etil-cetona/ acido
férmico/ agua

No separacion

7:1:1:1.5*

Separacion bien
diferenciada de
tres metabolitos

6:1:1:2

Separacion
minima entre
tres compuestos

6:1:2:1
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Separacion de

un solo
compuesto
6.5:1:1:1.5*
Separacion
diferenciada de
tres compuestos
5:2:2:1
5:1:2:2

No separacion
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Apéndice B. Espectros de HPLC del compuesto 1

Spectrum View - M1 A95 5 B1_GA2 01 17495.d
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Apéndice C. Espectros de HPLC del compuesto 2
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Apéndice D. Espectro de HPLC del compuesto 3
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Apéndice E. Espectros de HPLC del compuesto 4
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