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RESUMEN

En el presente trabajo se evalué la relacion estructura—actividad
antioxidante en antocianinas por medio de métodos computacionales con la
finalidad de establecer qué propiedades electronicas y estructurales
favorecen su eficiencia como antioxidante. Para lograr este objetivo, se
utilizaron programas computacionales tales como HyperChem version 7.52,
ChemCiraft version 1.5 y Gaussian 03. Con base en el método B3LYP/6-
31G(d,p) se calcularon las distancias de enlace, entalpias de disociacion de
enlace y orbitales moleculares de las antocianinas: aurantinidina, cianidina,
delfinidina, malvidina, pelargonidina y peonidina. Al relacionar los datos
obtenidos con la actividad antioxidante (medida experimentalmente como la
capacidad de absorber radicales de oxigeno), se encontré que las energias
de disociacion de enlace calculadas indican que existe una relacion directa
entre esta propiedad y su capacidad antioxidante; de esta manera, la
cianidina tiene el valor mayor en su capacidad para absorber radicales de
oxigeno y el menor en cuanto a entalpia de disociacion de enlaces. Lo
anterior sugiere que, de acuerdo a la capacidad antioxidante, las
antocianinas presentan el orden siguiente: cianidina > aurantinidina >
malvidina > delfinidina > peonidina > pelargonidina. Aungque no existen datos
experimentales del valor de capacidad antioxidante para aurantinidina, el
lugar en el que se ha colocado es con base al valor de la energia de
disociacion de enlace.
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1. INTRODUCCION

Del oxigeno consumido por el organismo humano, aproximadamente
el dos por ciento se transforma en especies reactivas de oxigeno (EROs), al
ser reducido parcialmente. Las EROs son especies moleculares activadas,
dotadas de un electron desapareado en un nivel energético superior y por
tanto altamente reactivas." Cuando la proporcién de EROs sobrepasa las
numerosas barreras de defensa del organismo (antioxidantes), se producen
dafios por lesion quimica a las estructuras bioldgicas, y este proceso es
denominado estrés oxidativo.?

El dafio oxidativo en las macromoléculas biolégicas es de
consecuencias criticas; los radicales libres reaccionan con lipidos, proteinas,
carbohidratos y ADN en el interior de las células y con componentes de la
matriz extracelular, por lo que pueden desencadenar un dafio irreversible
que puede llevar a la muerte celular.’

Las defensas antioxidantes con que cuentan los organismos
aerobicos pueden ser de dos tipos: enzimatico (enddgenos) y no enzimatico
(exdgenos). La primera defensa antioxidante es intracelular y la constituyen
las enzimas superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa. Mientras
que, entre los antioxidantes no enzimaticos extracelulares se encuentran la
vitamina C, vitamina E, carotenoides y polifenoles (presentes principalmente

en frutas y vegetales).



Diversos estudios han demostrado que el consumo de frutos y
vegetales ricos en sustancias antioxidantes, como los polifenoles,
disminuyen los trastornos fisioldgicos que los radicales libres producen en el
organismo, tales como enfermedades cardiovasculares, cancerigenas y
neurolégicas.“‘7 Debido a lo anterior, dentro de la industria alimentaria ha
cobrado especial interés el estudio de la actividad bioldgica de los
polifenoles y en particular la capacidad antioxidante asociada a estos
compuestos.

Dentro de los polifenoles, se encuentra un grupo denominado
flavonoides, que son efectivos donadores de atomos de hidrogeno; en este
grupo se incluyen a las antocianinas.®"?

En las antocianinas, el numero y posicion de los grupos hidroxilos
presentes en la estructura influyen en su capacidad antioxidante, al igual que
los grupos metilo, algunos azucares y acidos organicos. Estos compuestos
polifendlicos se encuentran de forma aislada y combinada en frutos y
vegetales.”™"’

Las antocianinas son compuestos muy atractivos no solo en el campo
de los alimentos, ya que estudios realizados in vitro e in vivo para evaluar su
actividad biolégica, han demostrado que estas sustancias poseen efectos
terapéuticos positivos en el tratamiento de la retinopatia diabética,’ y
enfermedades relacionadas con la fragilidad capilar.’® '° Asimismo, las
antocianinas pueden tener un efecto potencial fisiolégico como agentes
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antineoplasicos,?® agentes protectores de la radiacién,?" agentes



vasotémicos,? agentes antiinflamatorios® y recientemente han demostrado
ser eficientes en la disminucidn de glucosa en sangre.?

Dados los efectos benéficos en la salud humana, se han hecho
estudios desde el punto de vista tecnoldgico para utilizar estas sustancias en
el desarrollo de alimentos funcionales y/o productos nutracéuticos. Sin
embargo, aun no esta completamente claro como se relacionan las
propiedades anteriormente mencionadas con la estructura quimica de las
antocianinas; y especificamente, no se conoce la relacion estructura-
actividad antioxidante.

Por lo anterior, el presente trabajo se enfoca principalmente a estos
compuestos y tiene como objetivo principal estudiar la reactividad de las
antocianinas (aurantinidina, cianidina, delfinidina, malvidina, pelargonidina y
peonidina) con la finalidad de establecer qué propiedades electrénicas y
estructurales afectan dicha reactividad ante los radicales libres. Los estudios
realizados a todas las estructuras son en su totalidad tedricos y las
propiedades evaluadas fueron: geometria estructural (arreglo espacial de la
molécula), entalpia de disociacién de enlace O-H (que tan fuerte es éste
enlace), distribucion de carga (establecer que atomos tienen caracter
positivo o negativo), densidad electréonica (analisis de los orbitales HOMO y
SOMO, tanto de las antocianinas como la de sus radicales generados al
remover un hidrégeno de cada grupo hidroxilo, respectivamente).

Finalmente, los resultados se relacionaron con los datos
experimentales obtenidos mediante el método ORAC (Capacidad para

absorber radicales de oxigeno, siglas en inglés) obtenidos por Wang y col.



(1997)"" para cinco (cianidina, delfinidina, malvidina, pelargonidina y
peonidina) de las seis estructuras de antocianinas estudiadas en este
trabajo. A pesar de que no existen datos experimentales acerca de la
capacidad antioxidante de la aurantinidina, en este trabajo se realizé una
prediccion y se establecio el orden que le corresponde en comparacion con

las cinco antocianinas antes mencionadas.



2. ANTECEDENTES

2.1 Polifenoles

Los compuestos polifendlicos constituyen un grupo amplio de
sustancias que son consideradas metabolitos secundarios de las plantas,
con diferentes estructuras quimicas y actividad, englobando mas de 8000
compuestos distintos. Los polifenoles son compuestos que poseen anillos
aromaticos con sustituyentes hidroxilo en su estructura, y se clasifican de

acuerdo a su estructura quimica basica que se muestra en la Figura 1.7

2.1.1 Flavonoides

Estos compuestos fueron descubiertos por Szent-Gyorgy, quien en
1930 aislé de la cascara del limén una sustancia (citrina), que regulaba la
permeabilidad de los capilares. Los flavonoides se denominaron en un
principio vitamina P (por permeabilidad) y también vitamina C (porque se
comprobé que algunos flavonoides tenian propiedades similares a la
vitamina C). Sin embargo, el hecho de que los flavonoides fueran vitaminas
no pudo ser confirmado, y ambas denominaciones se abandonaron

alrededor de 1950.
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Figura 1. Clasificacion general de polifenoles

A la fecha se han identificado mas de 5000 flavonoides,
encontrandose en frutas, verduras, semillas y flores, asi como en cerveza,
vino, té verde, té negro y soya. Ademas de sus conocidas propiedades
antioxidantes, estos compuestos polifendlicos desempefian un papel
importante en la biologia vegetal; asi, responden a la luz y controlan los
niveles de las auxinas reguladoras del crecimiento y diferenciacién de las
plantas. Otras funciones incluyen un papel antifungico y bactericida,

confieren coloracion, lo que puede contribuir a los fendmenos de polinizacion



y tienen una importante capacidad para fijar metales como el hierro y el
cobre.”

La palabra flavonoide se usa para hacer referencia a un conjunto de
compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto Cg-C3-Ce.
Dependiendo de la posicion del enlace del anillo fenil al benzopirano se lleva
a cabo la clasificacion que se muestra en la Figura 2.2° El primer grupo
denominado flavonoides menores es una excepcion debido a que contiene

una cadena abierta de 3 atomos de carbono uniendo a dos anillos fenilo.

@)
Flavonoides menores Neoflavonoides
O
@)
Isoflavonoides Flavonoides

Figura 2. Clasificacion de los flavonoides

Su actividad antioxidante depende del niumero y de la posicion de los

grupos hidroxilos y su conjugacion. Algunos investigadores indican que esta



propiedad también esta relacionada con una geometria plana, ya que ésta

permite una deslocalizacion mayor de los electrones a través de los anillos.?’

2.1.2 Antocianinas

La palabra antocianina se deriva del griego “anthos”, que significa flor
y de “kyanos”, que significa azul oscuro. Estos compuestos son flavonoides
que proporcionan color (rojo, naranja y azul) a las flores, frutos, vegetales y
algunos tallos y raices que las contienen (Tabla 1) y se localizan en
organelos esféricos conocidos como antocianoplastos, dentro de las
vacuolas de las células.'” "%

El consumo de antocianinas en la dieta humana es
considerablemente mayor que de cualquier otro flavonoide y se estima en
185-215 mg/dia/persona; el consumo se debe principalmente a la ingesta de
frutas y vegetales como lo muestra la Tabla 1.>” % De acuerdo a estudios
realizados, el consumo de las antocianinas en exceso no conlleva efectos
negativos a la salud tanto en animales como en humanos.?’

Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles constituidos por un
sistema benzopirilio (A-C) y un anillo fendlico (B) como se observa en la
Figura 3. Estos compuestos poseen propiedades antioxidantes ya que su
estructura presenta una gran deslocalizacién electrénica que conecta a los

tres anillos (A, C y B), ademas los grupos OH en diferentes posiciones los

hacen antioxidantes potencialmente buenos.?’



Tabla 1. Concentracion de antocianinas presentes en frutas y vegetales

Fuente Concentracion Compuestos
(mg/kg)
Manzana 100 — 600 Cianidina, peonidina
Arandano 4600 Cianidina, delfinidina,
malvidina, peonidina
Zarzamora 820 — 1800 Cianidina, pelargonidina
Mora 1609
Cereza 3500 — 4500 Cianidina, pelargonidina,
peonidina
Uvas 300 — 7500 Cianidina, delfinidina,
malvidina, peonidina
Ciruela 19-250 Cianidina
Frambuesa 100 — 600 Cianidina, pelargonidina
Fresa 127 — 360 Cianidina, pelargonidina
Col roja 250 Cianidina
Pasa 119 - 186 Cianidina, delfinidina
Berenjena 7500 Delfinidina
Rabano 110 - 600 Pelargonidina
Papa roja 150 — 450
Maiz negro 16420 Aurantinidina
Cebolla roja Mas de 250 Cianidina
Cs Cs Cs
-H -H -OH Aurantinidina
-OH -H -H Cianidina
-OH -OH -H Delfinidina
-OMe -OMe -H Malvidina
-H -H -H Pelargonidina
-OMe -H -H Peonidina

Figura 3. Estructura y numeracion de las antocianinas



2.2 Actividad antioxidante

Para entender el concepto de actividad antioxidante es necesario
hacer referencia a las especies reactivas de oxigeno y a los antioxidantes:
Una especie reactiva de oxigeno es cualquier atomo o molécula con
electrones desapareados, y por lo tanto, es una especie inestable. Entre
estos podemos mencionar a los radicales, [ibn superdxido (O27), radical
hidroxilo (‘OH), alcoxilo (RO"), peroxilo (ROO") y 6xido de nitrégeno (NO')]y a
los no radicales [perdxido de hidrégeno (H2O2), oxigeno singulete (O) y
peroxinitrito (ONOO-)]. Estas especies reactivas pueden ser generadas de
forma endégena (metabolismo de la respiracidon, células fagocitarias,
autoxidacion de compuestos de carbono y la activacion catalitica de algunas
enzimas), y exogena (radiacién, luz solar, tabaco, ozono, drogas,
contaminantes y aditivos en alimentos).’

Por otra parte, un antioxidante es una sustancia que, en bajas
cantidades, actua previniendo o retardando la oxidacion de materiales
facilmente oxidables tales como las grasas.’

Finalmente, la actividad antioxidante es la capacidad que tiene una
sustancia antioxidante para disminuir la presencia de las especies reactivas
de oxigeno antes de su ataque a diversos sustratos (lipidos, proteinas,
ADN).? Esto es de suma importancia debido a que las especies reactivas de
oxigeno producen diversas acciones sobre el metabolismo que pueden ser

el origen del dafio celular, porque actuan:
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1. Sobre los lipidos poliinsaturados de las membranas produciendo
pérdida de fluidez y lisis celular como consecuencia de la peroxidacion
lipidica (PL).

2. Sobre los glucidos, actuan alterando las funciones celulares tales
como las asociadas a la actividad de las interleucinas y la formaciéon de
prostaglandinas, hormonas y neurotransmisores.

3. Sobre las proteinas produciendo inactividad y desnaturalizacion.

4. Sobre los acidos nucleicos mediante la modificacion de bases
produciendo mutagénesis y carcinogénesis.

Por otra parte, se debe tener en cuenta que el organismo también
utiliza a los radicales libres para la destruccion de bacterias y patégenos
invasores. Por lo tanto, el problema real se presenta cuando las EROs
sobrepasan tanto las defensas endogenas como las exégenas ocasionando
los dafios antes mencionados’.

Para comprender la forma en la que actua un antioxidante frente a un
radical libre es necesario conocer los dos tipos de mecanismos por los que
puede actuar. A continuacién, estos mecanismos se ejemplifican para
antioxidantes fendlicos (en donde el término ArOH se refiere a un compuesto
que contiene al menos un grupo hidroxilo unido a un anillo aromatico).

El primer mecanismo implica la transferencia de un atomo de
hidrégeno y se ilustra mediante la peroxidacion lipidica en las Reacciones

1-3.
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R- (Iniciacion) (Reaccion 1)

RH
Re + O, RO, * (Adicidn de O,) (Reaccion 2)
RO2* +RH ROOH +R* (Intercambio de H) (Reaccién 3)

Una vez que se genera el radical Re, las Reacciones 2 y 3 forman
una reaccion en cadena que da origen a la formacién de hidroperéxido
lipidico (ROOH), dando lugar a la oxidaciéon y rancidez de las grasas. La
Reaccién 2 es mucho mas rapida (10° M's™) que la 3 (10" M's™).30- 3

El papel del antioxidante ArOH es interrumpir la reaccién en cadena

de acuerdo a la reaccién siguiente:

RO, + ArOH ROOH + ArO* (Reaccion 4)

Para que ArO- sea efectivo, debe ser estable y reaccionar lentamente
con el sustrato pero rapidamente con RO;e. Es importante que la energia
necesaria para arrancar ese atomo de hidrogeno sea minima para que se
transfiera facilmente hacia el radical libre.

Otro mecanismo, por el cual un antioxidante fendlico puede estabilizar
un radical libre es por transferencia electrénica, donde se forma primero un

radical cation seguido de una rapida formacion reversible en solucion:

- + (transferencia Reaccion 5
RO, + ArOH RO, + ArOH electrénica) ( )
+ .7
ArOH + H,0 ArO- + H3O+ (equilibrio  de (Reaccion 6)
desprotonacion)
" + (formacion de  (Reaccién 7)
ROz + H30 ROOH + H;0 hidroperéxido)

12



Este mecanismo es aplicado cuando el compuesto objeto de estudio
es altamente sensible al disolvente utilizado.

Cabe mencionar que la actividad antioxidante puede ser evaluada
tanto experimental como tedéricamente. Cada uno de los métodos que se
enfoca en la evaluacion de esta propiedad ofrece diferente confiabilidad de
resultados. Si bien, las determinaciones hechas mediante métodos
experimentales muestran el grado de interaccion entre el radical libre y el
antioxidante mediante un valor, los métodos tedricos pueden proporcionar
los factores estructurales que provocan ese grado de interaccion. Dentro de
las herramientas tedricas mas importantes tenemos a los métodos basados
en la fisica cuantica, ya que, los resultados obtenidos son sumamente
confiables y permiten disminuir el costo y numero de ensayos

experimentales.

2.3 Métodos para evaluar la actividad antioxidante de compuestos
bioactivos

Los métodos para evaluar in vitro e in vivo la actividad antioxidante
de compuestos bioactivos se clasifican de acuerdo al mecanismo mediante
el cual actuan en: ensayos basados en transferencia de hidrégeno y
transferencia de electrones (Tabla 2)."” La mayoria de los métodos basados
en transferencia de hidrogeno presentan reacciones donde el antioxidante y
el sustrato compiten por el radical libre (inhibicion de la autooxidacién de las
lipoproteinas de baja densidad). Mientras que, los métodos que comprenden

la transferencia de electrones se basan en la capacidad de un antioxidante
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para reducir a un oxidante, lo cual origina un cambio de color cuando el
oxidante es reducido. Asi, el grado en el cambio de color se correlaciona

con la capacidad antioxidante de la muestra.

Tabla 2. Clasificacion de los métodos para evaluar actividad

antioxidante de acuerdo a su mecanismo de accion

Mecanismo Método

Transferencia de hidrégeno TRAP  (Técnica del potencial
antioxidante total)

b. ORAC (Capacidad para absorber
radicales de oxigeno)

c. Inhibicion de la oxidaciéon de las
LDL (Low-density lipoprotein )

Transferencia electrénica a. TAR (Reactividad Antioxidante Total)

b. Método ABTS (Acido 2,2 azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico))

c. TAA (Actividad Antioxidante Total)

o

De los métodos mencionados, el mas aplicado en compuestos
polifendlicos es el método de ORAC; en el cual, se determina de forma
directa la capacidad antioxidante hidrofilica frente a una fuente radicalaria,
en donde se utiliza la proteina fluorescente R-ficoeritrina como sustrato
oxidable y 2,2’-azobis(2-amidinopropano) (AAPH) como generador de
radicales peroxilo o el sistema Cu?*- H,O, como generador de radical
hidroxilo. Investigaciones posteriores cambiaron el uso de la ficoeritrina por
fluoresceina, que es mas estable y proporciona mejores resultados.>?

ORAC es el unico método que registra la accién de la especie
radicalaria hasta el final y usa el area bajo la curva (ABC) de decaimiento

de fluorescencia para realizar la cuantificacion de la capacidad antioxidante.
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De esta manera, la técnica considera tanto el porcentaje de
inhibicién como la extension del tiempo de ésta en un solo valor.’ Ha sido
empleado en analisis tanto de sustancias puras, mezclas de antioxidantes
naturales, tejidos y fluidos biolégicos; ademas, puede realizarse con
diferentes especies reactivas de oxigeno (versatil) y tiene la posibilidad de
detectar el efecto del antioxidante a nivel fisiologico.*?

Por lo anterior y debido a que ORAC es uno de los métodos mas
utilizados para determinar la capacidad antioxidante en polifenoles, en el
presente trabajo se utilizan datos reportados en la literatura de la actividad

antioxidante de las antocianinas evaluadas por este método.

2.4 Quimica computacional

La quimica computacional es una rama de la quimica basada en leyes
de la fisica clasica y la fisica cuantica cuyo objetivo es crear algoritmos para
el estudio y prediccion de algunas propiedades moleculares como: energia,
momento dipolar, frecuencias de vibracion, distribucion de carga, espectros
de IR y RMN, etc. Esta poderosa herramienta ayuda a estudiar, a nivel
electronico, el comportamiento de compuestos como las antocianinas. La

exactitud de los resultados varia de acuerdo al método utilizado.>*
2.4.1 Métodos utilizados en el modelado molecular

Los métodos implementados en cada programa de la quimica

computacional pueden ser divididos de acuerdo al nivel de teoria, y son dos:
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2.4.1.1 Mecanica molecular (MM)

Estos métodos estan basados en las leyes de la fisica clasica para
predecir las estructuras y propiedades de las moléculas. Ofrecen la ventaja
de ser rapidos aun en moléculas con un numero grande de atomos; sin
embargo, sus limitaciones consisten en que solo se pueden aplicar con
buenos resultados en ciertos tipos de moléculas (especialmente organicas),
ademas, no pueden resolver problemas que involucren efectos electrénicos

ya que MM no toma en cuenta la propiedad de los electrones como onda.*

2.4.1.2 Métodos electronicos
Estan basados en las leyes de la mecanica cuantica para el calculo de
la energia y otras propiedades de la molécula (se debe resolver total o

parcialmente la ecuacion de Schrodinger). Estos se dividen en tres tipos:

e Semiempiricos. Utilizan tanto la ecuacién de Schrédinger como
datos obtenidos de forma experimental. De los métodos clasificados como
semiempiricos podemos mencionar algunos como MNDO, AM1 y PM3. En lo
particular, se utiliza el método AM1 debido a que esta bien parametrizado
para moléculas organicas como las estudiadas en este trabajo.

e Ab initio (desde los primeros principios). Los céalculos basados en
estos métodos comprenden la solucion total o parcial de la ecuacién de
Schroédinger.

HY =EY¥

Donde
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Donde

En la ecuacion de Schrodinger, los términos h, m y V significan: h =
constante de Plack, m la masa del electrén, y V es la energia potencial.®
Los métodos ab initio se caracterizan por la introduccion de funciones base

expandiendo los orbitales moleculares de acuerdo al tipo de sistema

molecular en estudio.

e Teoria de la Densidad Funcional (DFT, Density Functional
Theory). Estos métodos son similares a los métodos ab initio en muchas
maneras. Los calculos DFT requieren de los mismos recursos que los de la
teoria de Hartree-Fock, pero son menos costosos en tiempo de procesador
que los ab initio. Los métodos DFT son atractivos porque incluyen efectos de
correlacion electronica. Hartree-Fock considera a este efecto s6lo como un
promedio (cada electron siente la presencia del resto pero como un
promedio de su densidad electronica), mientras que métodos que incluyen
correlacion electronica toman en cuenta las interacciones instantaneas del
par de electrones con espin opuesto. Esta aproximaciéon causa que Hartree-

Fock sea menos exacto para algunos sistemas moleculares.>
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La teoria de la densidad funcional predice muy bien la energia, a
diferencia del conjunto de bases (ab initio basadas en la teoria Hartree-Fock)
que solo generan buenas geometrias. De esta manera al combinar ambos
tipos de teorias se obtienen resultados mas exactos.>® En este trabajo se
combiné el funcional B3LYP con el conjunto de bases 6-31G(d,p) para
obtener el método B3LYP/6-31G(d,p). Esto significa que se combind la
Teoria de la Densidad Funcional (B3LYP) que da excelentes resultados en
cuanto al calculo de energias en las moléculas y la Teoria de Hartree-Fock
(6-31G(d,p)), que proporciona muy buenas geometrias. Para entender el
significado de los términos que se involucran en el método es necesario
hacer un pequeno resumen de los sistemas base (basis set). Los sistemas
base son calculos matematicos hechos mediante algoritmos al resolver la
ecuacion de Slater. Existen dos categorias de sistema base: minimo (que
proporciona informacion general de los orbitales) y el extenso (que
proporciona informacion detallada). Las ecuaciones llamadas Orbital Tipo
Slater (STO) son muy complejas y el costo computacional para resolver las
ecuaciones es relativamente elevado. Gracias a investigaciones posteriores
se encontré que se podia tener una buena aproximaciéon al STO usando
ecuaciones tipo Gaussian u Orbitales Tipo Gaussian (GTO); ademas, se
sabe que entre mayor sea el numero de GTO usadas, mejor sera la
aproximacion al STO. Por ejemplo, en el método seleccionado para este
proyecto (B3LYP/6-31G(d,p)), el 6 es el numero de GTOs que describen a
los electrones internos (en este caso los de los orbitales s); el 3 representa el

numero de GTOs para los electrones en los orbitales sp y el 1 los GTOs para
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orbitales similares sp pero con diferente coeficiente. A este tipo de sistema
se le conoce como sistema base de valencia dividida. En cuanto al método,
(d,p), son una forma de expresar el grado de restriccion o libertad que se le
permite 0 no a un electron en el espacio. A estas expresiones matematicas
se les denomina “funciones de polarizacion” y d significa que se le agrega la
funcién del orbital d a los atomos pesados (en este caso al C y al O);
mientras que p significa adicionar funciones p a todos los hidrégenos. De
esta manera el electrén tiene menos restriccion en el espacio de una forma
matematica. Obviamente, el liberar el electron repercute en el tiempo

necesario para llevar a cabo los calculos en el procesador.

2.4.2 Optimizacion de geometria

Al realizar una optimizacion de geometria, basicamente, el algoritmo
basado en la combinacién lineal de orbitales atdmicos (CLOA) para generar
orbitales moleculares busca la conformacién de una estructura molecular
que represente un minimo de energia potencial. Esto con la finalidad de
obtener una estructura mas estable con la que se puede predecir una gama
de propiedades estructurales y electronicas.>*

Los cambios realizados en una estructura molecular ocasionan
cambios en la energia y otras propiedades; la relacion existente entre esas
variaciones se conoce como Superficie de Energia Potencial (SEP).

Graficando en los ejes Xy Y ala SEP y en el eje de la Z a la energia,

se obtiene una superficie real en 3D donde se perciben maximos y minimos
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(locales y globales); asi, para cada punto se tiene una energia y una

estructura especial (Figura 4).

Wincine: ghobal Purte de silla
Maxime local

~—
e ) ) T

A/~

Figura 4. Superficie de energia potencial

Al optimizar una geometria se busca hallar el minimo global con lo
que se asegura la estructura de estabilidad maxima. Cuando se realiza un
calculo en cualquier punto sobre la SEP, se esta calculando solamente la

energia a ese punto.

2.4.3 Energias

El analisis energético calculado en Gaussian, basado en las
frecuencias vibracionales harmonicas, predice automaticamente los valores
termodinamicos a 298.15 Ky a 1.0 atm.

Eelec = La energia electronica total es calculada en un modelo tedrico
dado. Esta es la energia de un sistema molecular dado bajo un estudio
relativo que separa a los nucleos de los electrones.

ZPE = Correccion de energia al punto cero, es el resultado del

movimiento vibracional del sistema molecular aun a 0 K, y se calcula por un
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modelo de un oscilador harmoénico como la suma de las contribuciones de
todos los modos vibracionales del sistema.
Eo = La energia total al punto cero es la suma de la energia

electronica total (Eeiec) Y la energia corregida al punto cero (ZPE):

EO = Ee|ec + ZPE

En otras palabras, la energia obtenida de una estructura que se ha
optimizado es la suma de la energia electronica y la energia de repulsion
nuclear de la molécula a la configuracion nuclear especificada (energia
electrénica total). Sin embargo, los valores energéticos pueden ser mas
exactos si se corrigen calculando la energia al punto cero.

Cuando se quiere predecir la energia de un sistema a temperaturas
mas altas, se le debe agregar la correcciéon térmica (calculada a partir de los
modos vibracionales al punto cero), la cual incluye los efectos de traslacion,
rotacion y vibraciéon molecular a la temperatura y presion especificada.

La energia vibracional es aquella energia que existe debido al
movimiento entre los atomos que conforman una molécula; dicho
movimiento esta relacionado con la temperatura (a mayor temperatura,
mayor movimiento vibracional), aunque las variaciones no son
considerables.

La energia de atraccion nucleo — electron es la energia con la cual un
nucleo atrae hacia si a un electron “propio” o bien, que “pertenece” a otro

nucleo.
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La energia de repulsiéon nucleo — ndcleo es la energia con la cual dos
nucleos se repelen entre si debido a la igualdad de sus cargas.

Por otra parte, como informacién para préximas partes del trabajo
debemos senalar que las estructuras de radicales libres generadas a partir
de su respectiva estructura primaria que contienen numeros desiguales de
espines etiquetados como o y B se les denomina en quimica tedrica de
“capa abierta” o UHF (Unrestricted Hartree-Fock, siglas en inglés), mientras
que a las estructuras primarias se les denomina de “capa cerrada” o RHF
(Restricted Hartree-Fock), es decir, en cada orbital ocupado existe un par de

espines a y B (Figura 5).

Wy, P
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Figura 5. Sistemas de capa abierta y capa cerrada

Al observar el diagrama podemos notar que la restriccién que se lleva
a cabo se refiere a forzar a que los orbitales contengan un electrén o y otro
B. Cuando no se restringe puede haber sélo uno de los dos tipos de

electrones en el orbital; y como tienen mas “espacio”, estos calculos se

llevan mas tiempo.
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2.5 Estudio de la actividad antioxidante y reactividad de polifenoles
mediante ORAC y métodos tedricos

En cuanto a estudios experimentales en antocianinas, Wang y col.
(1997)"" determinaron la capacidad antioxidante de 14 antocianidinas y sus
agliconas mediante el método experimental ORAC, en donde observaron el
efecto de las sustituciones de grupos hidroxilo y metoxilo en las propiedades
antioxidantes de las antocianinas.

Estos autores reportaron que la cianidina 3-glicosilada tiene 3.5 veces
mayor poder antioxidante que el Trolox (analogo de la vitamina E) y que la
pelargonidina tiene la menor actividad del grupo de compuestos evaluados.
En cuanto a las antocianinas delfinidina, cianidina, pelargonidina, malvidina y
peonidina sefialaron que los compuestos con un solo grupo hidroxilo (Cg-
OH) en el anillo B (malvidina, pelargonidina y peonidina) tienen menor
actividad antioxidante que aquellos que tienen dos grupos OH (Cz, Cg4-di-
OH) unidos al mismo anillo (cianidina). Sin embargo, aunque la delfinidina
tiene tres sustituyentes OH en el anillo B, y en contra de lo esperado, tiene
un valor de capacidad antioxidante menor.

Si bien, estudios realizados en otros flavonoides indicaron que el
incremento de grupos hidroxilo aumentan la capacidad antioxidante,'® esto
no parece ser verdad para las antocianinas dado que la hidroxilacién en la
posicion 5’ del anillo B disminuye el valor de ORAC en presencia de los
grupos OH en posicién 3’y 4.7

Por otra parte, el estudio tedrico de flavonoides, especialmente de la

estructura de la quercetina sugiere que existen varios factores estructurales
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para que un flavonoide tenga una buena capacidad antioxidante.®® ¢ Los
factores electronicos y estructurales en la quercetina son los siguientes
(Figura 6):

1) Dos sustituyentes hidroxilo en posicion orto en el anillo aromatico B.

2) El doble enlace entre el carbono 2 y 3, el cual permite la deslocalizacion
electronica n desde el anillo aromatico B hacia el resto de los anillos Ay C.
3) Los grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 5, y una funcién oxo en el anillo

C.37

Figura 6. Estructura de la quercetina

Por otra parte, Van Acker y col. (1996),% utilizaron la base 6-31G para
optimizar estructuras de algunos flavonoides y calcularon el calor de
formacion para las estructuras primarias y sus radicales (de aqui en adelante
se empleara el término molécula primaria para designar a la estructura de la
antocianina cargada positivamente). Ellos concluyeron que la estructura
plana de algunos flavonoides se debe a la conjugacién electrénica a través
de su estructura, lo que favorece su capacidad antioxidante. Asi mismo,
sefalaron que el anillo B es el mas importante en la formacion del radical
mas estable para los flavonoides taxifolina y quercetina. Sin embargo, de

acuerdo a datos experimentales, concluyeron que para otros flavonoides,
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como las flavonas, el sitio mas reactivo (mas importante en cuanto a
propiedades antioxidantes), es el OH en la posicion Cs.

Otros estudios tedricos utilizando métodos como AM1 y RHF/6-31G(d)
se llevaron a cabo para evaluar el SOMO, HOMO y la EDE de flavonoides
como la taxifolina, en donde los datos obtenidos indican que los grupos OH
en posicion 3 y 4 son los que transfieren mayormente su atomo de
hidrégeno y generan una deslocalizacion electrénica.®

En cuanto a estudios tedricos realizados en antocianinas, Bendz y col.
(1967)* calcularon las estructuras electrénicas = de una serie de
compuestos flavilio utilizando el método semi-empirico PPP con la finalidad
de analizar el caracter electrénico en el estado de minima energia en
términos de cargas atomicas y 6rdenes de enlace reportando las estructuras
mas estables y sus energias de excitacion.***’

Rastelli y col. (1993)* investigaron la estabilidad de los tautémeros de
tres antocianinas: apigeninidina, pelargonidina y cianidina, empleando
métodos semi-empiricos, como AM1; encontraron que cada forma
tautomérica puede existir de manera estable y que un factor importante que
determina su estabilidad es la deslocalizacion electrénica =.

Por otra parte, Pereira y col. (1996)* utilizando métodos semi-
empiricos AM1 y ab initio calcularon los orbitales moleculares, distribuciones
de carga y 6rdenes de enlace en el cation flavilio (Figura 7) y sus derivados
hidroxilados. Asi mismo, analizaron las estructuras de los derivados

hidroxilados en el anillo B. Estos autores reportaron que sustituyentes
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hidroxilo en el anillo B, excepto el de la posicién 3’, causan un incremento en

el flujo electrénico en el enlace C,—C.**

Figura 7. Cation flavilio

Recientemente, Sakata y col. (2006)* realizaron un estudio teérico
para investigar el mecanismo de la variacion de color en flores conteniendo
antocianinas, utilizando métodos de la teoria de la densidad funcional
(B3LYP/D95) y sefialaron que los grupos hidroxilo en la posicion 6 en el
anillo A incrementan la energia de excitacion, mientras que el resto de los
hidroxilos en el anillo B disminuyen las energias de excitacion. También
reportan que las estructuras planas son ligeramente mas estables que las
no-planas por aproximadamente 3.5 kcal/mol. Esta diferencia geométrica
juega un papel importante en la deslocalizacion electronica de los radicales y
por lo tanto en la actividad antioxidante.

Leopoldini y col. (2004)* evaluaron compuestos fendlicos presentes
en la “dieta del mediterraneo” empleando el método B3LYP/6-31G para
optimizar la geometria de las estructuras. Posteriormente, calcularon
energias de esas estructuras optimizadas utilizando el método B3LYP/6-
311++G(3df,2p). Los datos asi obtenidos indicaron que para el caso de la
cianidina, los radicales mas estables en fase gaseosa son los

correspondientes a las posiciones C, >C5>C4>C3>C7; mientras que en fase
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acuosa el radical mas estable corresponde al radical en la posicién Cyg

seguido por el de la posicién Cs.
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3. JUSTIFICACION

Diversos estudios manifiestan que existe una relacion directa entre el
consumo de frutos y vegetales y la prevencion de enfermedades cronico-
degenerativas, debido a que estos alimentos son ricos en compuestos
bioactivos como los polifenoles. En la actualidad, este grupo de fitoquimicos,
en especial las antocianinas, presentan gran interés debido a sus efectos
benéficos en la salud, por lo que numerosas investigaciones han sido
enfocadas para evaluar sus propiedades biologicas; sin embargo, la
informacion existente en cuanto a los factores estructurales que influyen en
estas propiedades es escasa o nula.

Ante ello, surge la necesidad de realizar estudios teoricos que
permitan conocer la relacion que existe entre su estructura quimica y sus
propiedades biolégicas como es su capacidad para actuar como
antioxidantes, por lo que utilizando métodos electrénicos en el analisis de las
propiedades estructurales de las antocianinas, tales como distancias de
enlace, energia de disociacion de enlace, orbitales moleculares (HOMO y
SOMO), entre otros se podra determinar cual de estos factores contribuye en
mayor proporcion a su actividad antioxidante y predecir la reactividad de
estos compuestos.

Para evaluar la capacidad antioxidante de las antocianinas con mayor
presencia en frutos y vegetales, se seleccionaron a aurantinidina, cianidina,

delfinidina, malvidina, pelargonidina y peonidina.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
= Evaluar la relacién estructura—actividad antioxidante en antocianinas por
medio de métodos electronicos para conocer los factores que inhiben o

favorecen su eficiencia como antioxidantes.

4.2 Objetivos especificos

= Establecer la geometria mas estable de las antocianinas utilizando
métodos electronicos con la ayuda de software como: Gaussian 03,
ChemCraft 1.5 y HyperChem 7.52.

= Establecer el grado de reactividad de los grupos hidroxilo presentes en
las antocianinas, calculando la energia de disociacion de enlace O-H
(EDE)

= Calcular la estabilidad de los radicales libres en antocianinas.

= Calculary analizar los orbitales moleculares HOMO y SOMO.

» Relacionar los resultados obtenidos mediante métodos computacionales
con la actividad antioxidante de las antocianinas determinada

experimentalmente mediante ORAC.
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5. HIPOTESIS

La actividad antioxidante de las antocianinas se incrementa conforme

aumenta el numero de grupos hidroxilo presentes en su estructura.
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6. METODOS Y MATERIALES

La construccion de moléculas se llevd a cabo en el programa
HyperChem version 7.52 minimizando la geometria con el método MM+ de
MM implementado en el mismo programa.’® Posteriormente, todas las
estructuras fueron refinadas y optimizadas con el programa GAUSSIAN 03°"
(2004) instalado en una computadora personal (PC) con Windows XP,
Procesador Intel Pentium 4 y en una computadora Compaq Tru64 UNIX
V5.1. Las geometrias fueron optimizadas utilizando teoria de densidad
funcional (DFT) con el método hibrido de Becke (1993),°? y el funcional de
correlacion de Lee, Yang y Parr (B3LYP) (1988)° en conjuncion con las
funciones base 6-31G(d,p). Estas ultimas funciones base son una
combinacion de expresiones matematicas que dan mayor exactitud a los
resultados (B3LYP/6-31G(d,p)). El analisis NBO (Natural Bond Analysis)
para las estructuras radicales de menor energia se llevd a cabo al mismo
nivel de teoria. Este analisis se basa en examinar todas las posibles
interacciones entre los atomos donadores y los atomos aceptores estimando
sus energias por medio de la teoria de perturbacién de segundo orden. Para
cada donador NBO (i) y cada aceptor (j), la energia de estabilizacién E(2)
asociada con la deslocalizacion (estabilizacién de 2e) i—j es estimada como:
E(2) = AE; = qi[F(i;)2/(g;-€i)]. Donde q; es el orbital donador ocupado, mientras
& Yy € son los elementos diagonales (energias del orbital) y F(j;) es la

diagonal de la matriz de Fock. La visualizacion de resultados y las graficas
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de las estructuras se hicieron con la ayuda del programa ChemCraft version

1.5.%
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Inicialmente, se calcularon las estructuras de las seis antocianinas
mediante el método semiempirico AM1 con lo que se obtuvieron las
estructuras mas estables para cada antocianina. Posteriormente estas
estructuras se llevaron a un nivel mas alto de teoria: la combinacion de
métodos ab initio y densidad funcional (B3LYP/6-31G(d,p)) para obtener
valores mas confiables de energia y geometria. Los resultados que se
presentan corresponden a los obtenidos mediante este ultimo método.

Para poder explicar de manera acertada las propiedades estructurales
de las antocianinas es necesario establecer la numeracion de sus atomos

tanto de carbono como de oxigeno (Figura 8).

Figura 8. Numeracién general de las antocianinas

7.1 Geometria molecular y 6rdenes de enlace
Los resultados obtenidos en cuanto a la optimizacion de la geometria

indican que las seis antocianinas presentan una geometria molecular plana
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(Figura 9), es decir, el angulo de torsion entre O4-C,-C1-C2 es de 0°, lo que
concuerda con lo reportado por Sakata y col. (2006).*® Utilizando el método
B3LYP/D95, estos autores encuentran que existen dos geometrias posibles
para la estructuras de las antocianinas: la geometria plana y la no plana, y
concluyen que la estructura plana es mas estable por 3.4 kcal/mol para la
pelargonidina.

En cuanto a la optimizacion de geometrias, los datos obtenidos
sugieren que la estabilidad de las estructuras planas de las antocianinas se
debe principalmente a la deslocalizacion electronica que existe con el buen
traslape de los orbitales moleculares entre los anillos A, B y C. Los
hidrégenos unidos a cada grupo hidroxilo o metoxilo estan orientados de
manera que puedan eliminar o disminuir el congestionamiento estérico. Esta
orientacion de los hidrégenos es importante porque afecta la EDE y aumenta
o disminuye la estabilidad de la estructura; principalmente en aquellas donde
se encuentran grupos hidroxilo o grupos metoxilo vecinos, como se muestra
en la Figura 9. Dichos grupos pueden formar puentes de hidrégeno
dependiendo de su orientacion espacial, tal es el caso de aurantinidina,
cianidina y delfinidina, que poseen al menos un puente de hidrégeno cuyo

rango para esta interaccion va desde 2.01 a 2.59 A.
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Figura 9. Estructuras optimizadas de las antocianinas mediante el

método B3LYP/6-31G(d,p)
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Las estructuras de algunas antocianinas estudiadas
experimentalmente por medio de difraccion de rayos X, tales como la
pelargonidina y cianidina,®® *® demuestran que en estado sélido el angulo de
torsion 04-C,-C1-C» es de 3.8° para la pelargonidina, y 10.1° para la
cianidina. Estos angulos se deben a que en estado sélido la formacion de la
red cristalina depende de la orientacion espacial de los atomos, la cual se ve
favorecida tanto por interacciones intramoleculares (puente de hidrégeno)
como intermoleculares. Por lo tanto en fase sodlida, la orientacién de los
hidrogenos unidos a los atomos de oxigeno es diferente respecto a la
estructura en fase gaseosa, ya que la molécula no tiene la influencia de otra
estructura que modifique su orientacion espacial.

La Figura 9 muestra las estructuras de menor energia caracterizadas
como minimos verdaderos. Al igual que para las estructuras radicales, los
modos vibracionales fueron calculados al mismo nivel de teoria [B3LYP/6-
31G(d,p)] y se observa que todas las frecuencias de las estructuras fueron
positivas (numeros reales); por lo tanto, se confirma que corresponden a
minimos verdaderos en la SEP.

La distribucion de cargas fue calculada en términos de las cargas
naturales de Lewis. El valor mas negativo en cada estructura pertenece a
los oxigenos O44 (aurantinidina, -0.700), O1o (cianidina, -0.682), O14
(delfinidina, -0.708), O+, (malvidina, -0.686), O42 (pelargonidina, -0.683) y O1»
(peonidina, -0.682). Estas cargas negativas correspondientes a los oxigenos,

proporcionan una primera idea del lugar donde se formara el radical mas
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estable de cada estructura. Esta prediccion es correcta para todas las
estructuras excepto para la delfinidina.

Por otra parte, el orden de enlace (distancias de enlace) entre los C, —
C+ en todas las estructuras (Figura 9), da un indicio de qué tanta densidad
electronica se esta compartiendo (conjugando) entre los dos sistemas de
anillos (A-C a B o viceversa), y del traslapamiento de los orbitales p a través
de los C, y Cy localizados en los anillos C y B, lo cual genera el siguiente
orden: peonidina> malvidina> pelargonidina > delfinidina = aurantinidina >
cianidina. Esto significa que la peonidina tiene la distancia de enlace mas
pequena, y por lo tanto, el mayor flujo electronico a través del enlace C,-Cy-.

Asi mismo, el analisis de la distribucion de carga en el anillo C
muestra que la densidad electronica se concentra en el O4 y Oq2; mientras
que los C, y C3 se encuentran deficientes de carga. En el presente trabajo
también se observa que el valor de las cargas en los atomos de oxigeno
(O12), unidos al C3; de las antocianinas primarias (Figura 9) es similar en
todas las estructuras y esta en un intervalo de -0.682 a -0.686. Ademas, el
valor de las cargas de los C, y C3 es positivo debido al efecto inductivo
electro-atractor que ejerce el atomo de oxigeno (O+) en el anillo C al tratar de
compensar su deficiencia electrénica. Lo anterior sugiere que el sitio mas
reactivo se encuentra en el OH unido al C3 y coincide con lo reportado por
Van Acker y col. (1996).%° Sin embargo, el andlisis electrénico realizado en el
presente trabajo indica que, en algunas antocianinas, los grupos OH en los
anillos A y B tienen mayor concentracién electronica (ver valores de cargas

en la Figura 9) que el O1, debido a que esos oxigenos tienen grupos OH en
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posicion orto. Cuando esto ocurre, se forman puentes de hidrogeno que
estabilizan a la molécula al tiempo que modifican la posicién del sitio mas
reactivo, es decir, ya no es el OH en el C; sino alguna otra posicion

dependiendo de estructura de la antocianina.

7.2 Analisis electrénico

Si bien la presente investigacion comprende so6lo el estudio tedrico de
la estructura de las antocianinas, cabe mencionar que hasta el momento no
existe un estudio que relacione sus propiedades estructurales con la
actividad antioxidante de estos compuestos. Con base en lo anterior, en este
estudio los resultados obtenidos tedricamente se relacionan con datos
reportados en la literatura por Wang y col. (1997)"" quienes evaluaron esta
propiedad biologica de las antocianinas, a excepcion de la aurantinidina,
mediante el método ORAC. En la Tabla 3 se muestran los valores obtenidos
para estos compuestos, en donde se puede observar que la antocianina que
presenta mayor actividad antioxidante es la cianidina, mientras que la
pelargonidina presenta la menor actividad. Wang y col. (1997)" reportan que
existe una relacion directa entre el numero de grupos hidroxilo y la
capacidad antioxidante. Sin embargo, la delfinidina parece ser la excepcion
debido a un tercer grupo OH en el anillo B en el Cs que disminuye su
capacidad antioxidante en vez de aumentarlo. Dicho fenémeno no pudo ser
explicado por ellos. Otros autores han concluido que la actividad antioxidante
en flavonoides no sdlo esta relacionada con el numero de grupos hidroxilo

en el anillo B, sino también con factores como el grado de deslocalizacion
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electronica (acortamiento del enlace C,-C+) entre los tres anillos A, B, C, el
numero de grupos hidroxilo en toda la estructura y por ultimo la energia de
disociacién de enlace.®®**® De ahi la necesidad de efectuar un anlisis
electronico para comprender a nivel estructural la actividad antioxidante de

las antocianinas.

Tabla 3. Valores de actividad antioxidante de antocianinas mediante

ORAC
Antocianina | ORAC (UM equivalente Trolox/L)
Cianidina 2.239 + 0.029
Delfinidina 1.809 £ 0.069
Malvidina 2.009 £ 0.167
Pelargonidina 1.540 £ 0.033
Peonidina 1.693 + 0.035

Para poder llevar a cabo un analisis electronico de las antocianinas,
es necesario conocer las estructuras radicales generadas a partir de las
estructuras primarias y calcular sus propiedades electronicas, y asi
determinar cual de los radicales formados para cada antocianina es el mas
estable.

Una vez realizado el analisis, se observa que la capacidad
antioxidante no depende totalmente del radical mas estable como algunos
autores lo mencionan en otros flavonoides y estructuras relacionadas sino a
una serie de factores que se mencionan posteriormente.®” *® %" Ademas,
gracias a ellos se puede explicar el fendmeno de la disminucién de la

actividad antioxidante cuando se tienen tres grupos hidroxilo en el anillo B.
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Para poder entender la explicacién a esto, primero hay que analizar
como se lleva a cabo la eliminacion de cada atomo de hidrogeno
perteneciente a cada grupo hidroxilo: al remover cada hidrégeno unido a
cada atomo de oxigeno, se observa un rearreglo en la orientacion de los
hidrogenos vecinos al atomo de oxigeno (O-). Este comportamiento ya ha
sido estudiado anteriormente (Figura 10).>' Se ha demostrado que esta
reorientacion favorece la estabilizacion de un radical, tal y como se prueba

también en el presente trabajo (Figura 11).

H
O/ \\\
" Eliminacién \
‘o/ o
“H
—_—

Eliminacion

-H ,
X oo

\\
< 0]
o\H
—_—

Eliminacion

O/ H\\

Figura 10. Estabilizacion del radical generado por la eliminacién de un

atomo de hidrégeno
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(0.373)  (0411)

Delfinidina

(-0.495)

Pelargonidina Peonidina

Figura 11. Estructura de los radicales mas estables de cada antocianina
calculados por B3LYP/6-31G(d,p)
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Uno de los factores que influyen en la estabilidad y deslocalizacion
electronica dentro de una estructura primaria, o su radical, es el enlace de
puente de hidrégeno. Es decir, la reactividad localizada en el OH unido al C3
se ve superada en las antocianinas donde existen grupos OH en posicion
orto, tal es el caso de la aurantinidina, cianidina y delfinidina.

En el caso de la aurantinidina y la delfinidina, se observa que sus
radicales mas estables se favorecen debido a la formacién de dos puentes
de hidrégeno; mientras que en la cianidina el radical mas estable sélo cuenta
con un puente de hidrégeno. Estas interacciones propician que el sitio mas
reactivo no sea el OH en el C3, sino en otras posiciones. En la Figura 12 se
observa que las longitudes de enlace de los dos puentes de hidrogeno
en la aurantinidina son de 2.14 y 2.18 A, mientras que para la delfinidina
ambos son de 2.16 A. El Unico enlace de hidrégeno existente en el radical de
la cianidina (electron desapareado sobre Oyg), tiene una longitud de 2.03 A,

Las estructuras radicales de la malvidina, pelargonidina y peonidina
no forman ningun puente de hidrégeno, presentan el sitio mas reactivo en el
OH unido al C; y tienen una menor estabilidad en su estructura en

comparacioén con los radicales de la aurantinidina, cianidina y delfinidina.
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Aurantinidina Radical Cg

Delfinidina Radical C4

Figura 12. Estructuras estabilizadas al menos por un puente de

hidrégeno

7.2.1 Analisis de longitudes de enlace de las estructuras primarias y
sus radicales mas estables

En los radicales mas estables de la aurantinidina, cianidina y
delfinidina, los puentes de hidrogeno generan que la deslocalizacion del
electron desapareado sea menor a través de los anillos A, B y C. Esto lo
demuestra la longitud de enlace C,-Cy cuyos valores para las estructuras

primarias son de 1.440 A en la aurantinidina, 1.442 A en la cianidina y 1.440
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A en la delfinidina (Figura 10); mientras que, para sus radicales mas
estables son de 1.433 A, 1.437 Ay 1.441 A (Figura 11), respectivamente. Al
calcular la diferencia de las longitudes de enlace entre la estructura primaria
y su radical mas estable para la aurantinidina, cianidina y delfinidina se
obtienen valores de 7X102, 5X10° y 1X10° A, respectivamente. Estos
valores son menores respecto a los datos obtenidos para la malvidina,
pelargonidina y peonidina, (estructuras que no presentan enlaces de
hidrégeno), cuya diferencia es de aproximadamente 0.020 A (Tabla 4).

Lo anterior sugiere que entre menor sea la diferencia entre las
longitudes de enlace de la estructura primaria y su radical mas estable, el
flujo electronico es menor a través de C,-Cy en la estructura de las
antocianinas. Por lo tanto, la deslocalizacion electronica en aurantinidina,
cianidina y delfinidina es menor que en las estructuras de malvidina,
pelargonidina y peonidina. En el caso de la malvidina y peonidina, esta
minima deslocalizacion se debe a la presencia de los grupos metoxilo en el

anillo B.

Tabla 4. Diferencias en las distancias de enlace de C,-C4- para las

antocianinas y sus radicales mas estables (A)

Antocianina Estructura Radical mas estable | Diferencia
Primaria
Aurantinidina 1.440 1.433 0.007
Cianidina 1.442 1.437 0.005
Delfinidina 1.440 1.441 0.001
Malvidina 1.437 1.419 0.018
Pelargonidina 1.439 1.419 0.020
Peonidina 1.435 1.416 0.019
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Si bien la longitud del enlace C,-C+ permite explicar la resonancia
entre los anillos B y C, también es importante considerar el flujo electrénico
en los radicales mas estables que va del oxigeno al carbono y hacia el anillo

mas cercano.

Tabla 5. Diferencias en las distancias de enlace (C-O) para las

antocianinas y sus radicales mas estables (A)

Antocianina Enlace Estructura Radical mas Diferencia
Primaria estable
Aurantinidina C6-O14 1.357 1.255 0.102
Cianidina C4-O1o 1.351 1.238 0.113
Delfinidina C4-O19 1.346 1.242 0.104
Malvidina C3-O12 1.358 1.248 0.110
Pelargonidina C3-O42 1.355 1.247 0.108
Peonidina C3-O12 1.355 1.246 0.109

Por ejemplo, en la aurantinidina el radical mas estable se forma en el
O14. Al comparar la longitud de este enlace en la estructura primaria con su
radical mas estable, se observa una diferencia entre ambas de 0.102 A
(Tabla 5), lo que indica que el atomo de O44 estad donando densidad
electronica hacia el anillo A. En la pelargonidina, la diferencia en las
distancias de enlace entre la estructura primaria y su radical es de 0.108 A
para el enlace C3-O42. En cuanto a la cianidina, el flujo electronico se
presenta hacia el anillo B a través del enlace C4-O1o con una diferencia entre
la estructura primaria y su radical de 0.113 A (Tabla 5).

Algo interesante que se puede observar entre la delfinidina y la
aurantinidina, es que ambas presentan dos enlaces de hidrégeno en

posicion orto, pero el flujo de electrones hacia los anillos aromaticos es
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diferente. La delfinidina tiene una longitud de enlace C,-C1 de 1.440 A,y los
grupos OH en las posiciones Cz y Cs tienen la misma contribucion
electronica debido a que el anillo B es simétrico. Esto se corrobora con las
longitudes de enlace entre C3-C4 y C4-Cs que son de 1.470 A. Mientras
que, en el caso de la aurantinidina el radical se genera en el anillo A
haciendo que sus grupos OH en posiciones Cs y C; tengan diferente
contribucion electrénica hacia el anillo A; asi lo demuestran las longitudes de
enlace Cs-Cg y Cs-C7de 1.440y 1.470 A, respectivamente.

En suma, en base a las distancias de enlace C,-C+ (Tabla 4) que se
han mencionado se puede predecir que el flujo de electrones va desde el
anillo B al C en la delfinidina y del anillo A al C en la aurantinidina (Figura
13).

En la Figura 13 se indican los lugares donde existe mayor
probabilidad de hallar un electrén, es decir, se muestra la distribucion de la
densidad electronica generada por el electron desapareado (SOMO) de los
radicales mas estables para cada antocianina, donde se puede observar el
efecto de la eliminacién de un atomo de hidréogeno, que podria ser por
alguna especie reactiva de oxigeno, es decir, la forma en que el electron
desapareado se estabiliza.

En cuanto a longitudes de enlace, en general se observa que entre
menor sea la distancia del enlace del radical mas estable con respecto a su

estructura primaria, habra una mayor deslocalizacion electronica.
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Aurantinidina Cianidina

Delfinidina Malvidina

4

Pelargonidina Peonidina

Figura 13. Orbitales SOMO de las estructuras radicales mas estables
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7.2.2 Analisis de las diferencias de energias entre estructuras primarias
y sus radicales

En la Tabla 6, se muestran las energias calculadas por Gaussian 03
para cada radical generado a partir de su estructura primaria. La energia
esta expresada en Hartrees, pero por conveniencia se maneja en kcal/mol;
para lo cual, sélo se multiplica la energia en Hartrees por un factor de 627.5.

Las diferencias de energia (AE) obtenidas para cada antocianina se
muestran en la Tabla 6, y su valor se calcula restando la energia del radical
a la energia de la estructura primaria. Esta diferencia permite predecir cual
es el radical mas estable para cada compuesto. Por ejemplo, en el caso de
la aurantinidina, la estructura del radical libre localizado en el grupo hidroxilo
unido al Cs tiene una energia de -1028.483082 Hartrees; este valor se resta
al valor de la energia calculada para la molécula primaria que es de -
1029.113383 Hartrees. La diferencia de energia es AE = 0.630301 Hartrees
(395.51 kcal/mol). Para este caso en especial se observa que no es el
radical mas estable, pues el radical con menor energia corresponde al grupo

OH en la posicion Ce.
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Tabla 6. Energias calculadas para las antocianinas primarias
(UHF/B3LYP/6-31G(d,p)) y sus respectivos radicales (RHF/B3LYP/6-

31G(d,p))
Eelec (Hartrees) | E, (Hartrees) | AE=Hartrees (kcal/mol)

Aurantinidina -1029.351304 | -1029.113383

Radical C; OH -1028.707656 | -1028.483082 0.630301 (395.51)
Radical Cs OH -1028.718447 | -1028.492612 0.620771 (389.53)
Radical Cs OH -1028.722322 | -1028.496009 0.617374 (387.40)
Radical C; OH -1028.710111 | -1028.484652 0.628731 (394.53)
Radical C4 OH -1028.694548 | -1028.470231 0.643152 (403.58)
Cianidina -1029.351109 | -1029.113056

Radical C; OH -1028.705358 | -1028.480479 0.632567 (396.94)
Radical Cs OH -1028.702633 | -1028.478082 0.634974 (398.45)
Radical C; OH -1028.696008 | -1028.471493 0.641563 (402.58)
Radical Cs OH -1028.710602 | -1028.484943 0.628113 (394.14)
Radical C4 OH -1028.712518 | -1028.486732 0.626324 (393.02)
Delfinidina -1104.572138 | -1104.330112

Radical C; OH -1103.934826 | -1103.705203 0.624909 (392.13)
Radical Cs OH -1103.920975 | -1103.692704 0.637408 (399.97)
Radical C; OH -1103.917450 | -1103.688958 0.641154 (402.32)
Radical C3 OH -1103.929506 | -1103.699850 0.630262 (395.49)
Radical C4 OH -1103.943659 | -1103.713227 0.616885 (387.10)
Radical Cs OH -1103.930299 | -1103.700655 0.629457 (394.98)
Malvidina -1183.177569 | -1182.878888

Radical C; OH -1182.541482 | -1182.255331 0.623557 (391.28)
Radical C4 OH -1182.537912 | -1182.251951 0.626937 (393.40)
Radical Cs OH -1182.527061 | -1182.242208 0.636680 (399.52)
Radical C; OH -1182.524231 | -1182.239131 0.639757 (401.45)
Pelargonidina -954.129996 -953.896003

Radical C; OH -953.490541 -953.269117 0.626886 (393.37)
Radical Cs OH -953.478379 -953.258116 0.637887 (400.27)
Radical C; OH -953.474786 -953.254287 0.641716 (402.68)
Radical C4 OH -953.472713 -953.252296 0.643707 (403.93)
Peonidina -1068.658597 | -1068.392047

Radical C; OH -1068.020042 | -1067.766056 0.625991 (392.81)
Radical Cs OH -1068.011263 | -1067.758154 0.633893 (397.77)
Radical C; OH -1068.005901 | -1067.752787 0.639260 (401.14)
Radical C4 OH -1068.005651 | -1067.752328 0.639719 (401.42)

Como ya se ha mencionado, para las estructuras radicales de

malvidina, pelargonidina y peonidina, se observa que las diferencias de
energias mas bajas se encuentran cuando el hidrégeno eliminado se

encuentra unido al oxigeno del Cz con una AE = 391.28, 393.37 y 392.81
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kcal/mol, respectivamente (Tabla 6). Por otra parte, los radicales mas
estables para las antocianinas corresponden a las estructuras donde el O-

esta unido al Cg en aurantinidina (AE = 387.40 kcal/mol), C4 en cianidina (AE

= 393.02 kcal/mol) y C4 en delfinidina (AE = 387.10 kcal/mol).

7.3 Calculo de entalpias de disociaciéon de enlace

Para visualizar por qué un compuesto reacciona rapida o lentamente
con un radical libre se considera el siguiente ejemplo, en donde se tienen
tres sistemas: tocoferoles, compuestos polifendlicos y agua, cuyos valores
de entalpia de disociacion de enlace son 77, 88" y 119 kcal/mol,®
respectivamente. Considerando esos valores, un radical libre atacara
primero a los tocoferoles para estabilizarse, posteriormente a los
compuestos fendlicos y finalmente, el agua; esto se debe al requerimiento
energético (menor energia) para arrancar un hidrégeno de la estructura.

Con la finalidad de determinar en base al mecanismo de transferencia
de hidrégeno (Reaccion 8), la capacidad de las antocianinas para atrapar un
radical libre se calculan las entalpias de disociacion de enlace (EDE) (Tabla

7) empleando el método B3LYP/6-31G(d,p), mediante la férmula de

reactivos — productos (Reaccién 8).

ArOH ArO+ * H° (Reaccion 8)

Donde los términos ArOH y ArO’ se utilizan para referirse a la
estructura primara de las antocianinas y su correspondiente radical,

respectivamente.
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El valor de la energia de disociacion de enlace para el atomo de
hidrogeno (H-) calculado al mismo nivel de teoria que las antocianinas y sus
radicales [B3LYP/6-31G(d,p)], es de -0.5002730 Hartrees (-313.92 kcal/mol).

En la Tabla 7 se muestran los valores de EDE obtenidos para la
estructura primaria de las antocianinas y sus radicales, en donde se observa
que los valores mas pequefios para cada estructura radical estan
comprendidos entre 73.17 kcal/mol (delfinidina) y 79.45 kcal/mol
(pelargonidina). A simple vista se podria concluir que la delfinidina es la que
presenta mayor capacidad de captura de radicales libres y la pelargonidina
una menor capacidad. Sin embargo, los resultados obtenidos mediante el
método ORAC en cuanto a la actividad antioxidante de las antocianinas
(Tabla 3) indican que la cianidina presenta la mayor actividad seguida de la
malvidina, delfinidina, peonidina y por ultimo la pelargonidina. Estos
resultados aparentemente opuestos se explican cuando se hace un analisis
mas profundo de los datos obtenidos en cuanto a la EDE. Por ejemplo,
aunque la delfinidina tiene seis grupos hidroxilo en su estructura y la
cianidina sélo cinco, tiene menor capacidad antioxidante que esta ultima
(Figura 14). Para poder entender este comportamiento se han calculado
valores relativos de entalpia de disociacion de enlace para cada antocianina,
con lo que se ilustra lo que ocurre a nivel estructural. El valor de EDE relativa
se ha determinado para los radicales de cada antocianina como la diferencia

entre el menor valor de EDE vy los otros radicales de la misma estructura.
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Tabla 7. EDE para antocianinas

Radical EDE (Hartrees) | EDE (kcal/mol)
Aurantinidina
Radical C; OH 0.1300282 81.59
Radical Cs OH 0.1204982 75.61
Radical C¢ OH 0.1171012 73.48
Radical C; OH 0.1284582 80.61
Radical C4 OH 0.1428792 89.66
Cianidina
Radical C; OH 0.1323042 83.02
Radical Cs OH 0.1347012 84.53
Radical C; OH 0.1412902 88.66
Radical Cs OH 0.1278402 80.22
Radical C4 OH 0.1260512 79.10
Delfinidina
Radical C; OH 0.1246362 78.21
Radical Cs OH 0.1371352 86.05
Radical C; OH 0.1408812 88.40
Radical Cs OH 0.1299892 81.57
Radical C4 OH 0.1166122 73.17
Radical Cs OH 0.1291842 81.06
Malvidina
Radical C; OH 0.1232842 77.36
Radical Cs OH 0.1364072 85.60
Radical C; OH 0.1394842 87.53
Radical C4 OH 0.1266642 79.48
Pelargonidina
Radical C; OH 0.1266132 79.45
Radical Cs OH 0.1376142 86.35
Radical C; OH 0.1414432 88.76
Radical C4 OH 0.1434342 90.00
Peonidina
Radical C; OH 0.1257182 78.89
Radical Cs OH 0.1336202 83.85
Radical C; OH 0.1389872 87.21
Radical C4 OH 0.1394462 87.50
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NOTA. Los numeros entre paréntesis son entalpias relativas (kcal/mol).

Figura 14. Sitios de ataque de radicales libres en las antocianinas
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Por ejemplo, en la Figura 14 se muestran los sitios de ataque de
especies reactivas de oxigeno (EROs) en la cianidina. El enlace O-H unido
al C4 es el sitio mas probable pues tiene el valor de entalpia menor de
disociacion de enlace (79.10 kcal/mol) (Tabla 7) por lo que se le asigna el
valor de 0.00 kcal/mol. EI grupo hidroxilo unido al Cz es el segundo sitio
probable con un AE = 1.12 kcal/mol (80.22 -79.10 kcal/mol) y el tercer sitio
probable es el grupo hidroxilo en el C; con 3.92 kcal/mol de diferencia. En el
caso de la delfinidina, el primer sitio probable esta en la posicion C4 con un
valor de EDE de 73.17 kcal/mol (EDE relativa = 0.00 kcal/mol); el segundo
sitio mas probable (Cs) esta a una AE = 5.04 kcal/mol, y el tercero (Cs) a
7.89 kcal/mol. Con base en los datos anteriores, la cianidina tiene mas
probabilidad de ser atacada por radicales libres porque presenta mas sitios
con bajas energias de disociacion de enlace O-H que la delfinidina, lo cual
coincide con los datos reportados por Wang y col. (1997)."

Este mismo comportamiento se observa con el resto de las
antocianinas (Figura 14). La estructura que presenta mejor actividad
antioxidante después de la cianidina es la malvidina, pues la diferencia entre
el primer sitio probable de ataque (C3) y el segundo (Cs) es de solo AE =
2.12 kcal/mol. El tercer sitio (Cs) presenta AE = 8.23 kcal/mol.

En el caso de la delfinidina y la peonidina, la diferencia entre el primer
sitio y el segundo es aproximadamente de 5 kcal/mol para ambas (Figura
14), (la diferencia entre 5.04 para delfinidina y 4.96 para peonidina es de
0.08 kcal/mol, un valor pequeno y despreciable en términos de energia). Por

lo tanto, para poder determinar cual de estas dos antocianinas tiene mayor
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capacidad antioxidante se calcula el valor de EDE relativa para el tercer sitio
probable, en este caso, el grupo hidroxilo en Cs (7.89 kcal/mol) y C7 (8.36
kcal/mol) para delfinidina y peonidina, respectivamente. Al estimar la
diferencia entre la EDE relativa del tercero y segundo sitio mas probables se
obtuvieron los siguientes valores: AE= 2.85 (7.89-5.04 kcal/mol) y AE = 3.37
(8.36—4.96 kcal/mol) para la delfinidina y peonidina, respectivamente (Tabla
8). Los resultados asi obtenidos indican que la delfinidina tiene mayor
posibilidad que la peonidina de ser atacada por radicales libres debido a que
existe una menor diferencia de energias relativas entre sus grupos OH; por
lo tanto, tiene mayor capacidad antioxidante.

Finalmente, la pelargonidina tiene la menor capacidad antioxidante y
ocupa el ultimo lugar, debido a que la diferencia entre el grupo hidroxilo (C3)
con menor energia y el siguiente (Cs) es de 6.90 kcal/mol. Estos valores se

pueden observar en la Tabla 8.

Tabla 8. Orden de reactividad de acuerdo a las diferencias de EDE

(kcal/mol)

Antocianina 1? Diferencia de EDE 22 Diferencia de EDE Orden
Cianidina 1.12 1
Aurantinidina 213 4.99 2
Malvidina 212 6.11 3
Delfinidina 5.04 2.85 4
Peonidina 4.96 3.37 5
Pelargonidina 6.90 6

Por otra parte, aunque no existen datos reportados en la literatura
acerca de la capacidad antioxidante de la aurantinidina, con base en sus

propiedades electrénicas es posible predecir dicha actividad respecto a las
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antocianinas estudiadas en este trabajo. En la aurantinidina, el radical mas
estable se forma al quitar el hidrégeno unido al O4 en la posicién Cg, por lo
que se le asigna el valor de EDE relativa de 0.00 kcal/mol. La diferencia mas
cercana esta en el Cs con un AE = 2.13 kcal/mol; este valor es casi igual al
de la malvidina, pero a diferencia de ésta el siguiente grupo hidroxilo de la
aurantinidina tiene un valor de EDE relativa = 7.13 kcal/mol que es 1.1
kcal/mol menor que el tercer sitio en el caso de la malvidina (8.23 kcal/mol).
Con base en estos resultados tedricos obtenidos, se puede predecir que la
aurantinidina tendra una mayor capacidad antioxidante que la malvidina.

De esta manera la prediccidn de reactividad de las antocianinas
estudiadas tedricamente por el método B3LYP/6-31G(d,p) presenta el
siguiente orden: cianidina > aurantinidina > malvidina > delfinidina >
peonidina > pelargonidina (Tabla 7), cuyos sitios mas reactivos son el Cs
para la cianidina y delfinidina, Cg para la aurantinidina y Cs para malvidina,
peonidina y pelargonidina.

Una vez localizados los sitios mas reactivos en las seis estructuras de
antocianinas, se observa que el grupo C3-OMe en posicidn orto a un grupo
C4-OH (Figura 11), tal como la peonidina, poco influye en la reactividad
debido a que al formarse el radical C3-O+ no se encuentra estabilizado por
algun puente de hidrogeno y el poder electro-atractor de un grupo -OMe en
ésta posicion es minimo. En contraste, si existen dos grupos -OMe
posicionados orto al radical C3-O¢, como en el caso de la malvidina,
favorecen al incremento en el caracter electro-atractor de estos grupos. Lo

anterior se demuestra por las cargas puntuales de los carbonos en posicion
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orto (donde se encuentran estos grupos -OMe) al radical libre formado en la
posicion Cy. Los valores de las cargas son todas positivas y son +0.365 para
C3’ para la peonidina, y +0.330 y +0.334, para C3’ y C5’ respectivamente,
para la malvidina. Cabe mencionar que cuando solo existen hidrogenos o

grupos OH en estas posiciones los valores de los carbonos son negativos.

7.4 Correlacion entre la actividad antioxidante de las antocianinas
evaluada por el método ORAC y EDEs relativas

Las EDEs relativas correlacionan de manera acertada con los datos
experimentales de actividad antioxidante de Wang y col (1997)." Esto es de
comprenderse, ya que las EDEs relativas permiten explicar la primera parte
del concepto de un buen antioxidante; “el antioxidante debe reaccionar
rapidamente con el radical” (reacciéon 4). Por otro lado, segun el analisis
electronico del radical cianidina C4-O-, este podria estar mejor estabilizado
debido a la corta distancia del puente de hidrégeno entre el radical O- y el H-
OCg3 (2.03 A); y esta estabilidad explicaria una reaccién lenta con el sustrato,
que es la otra parte del concepto de un buen antioxidante, de ahi que la
cianidina presenta la mayor capacidad antioxidante de todas las
antocianinas evaluadas en el presente trabajo y esto esta de acuerdo a lo
reportado por Wang y col. (1997).""

Asi mismo, los resultados obtenidos tedricamente coinciden con los
resultados experimentales publicados, lo cual se puede observar al graficar
la actividad antioxidante evaluada mediante el método de ORAC por Wang y

col. (1997),"" (Tabla 3) contra los datos de EDE obtenidos tedricamente
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(Tabla 8, columna 2), en donde se aprecia que existe una correlacion lineal
entre estos datos (Figura 15). Asi mismo, la grafica indica que el valor de
ORAC para cada antocianina (excluyendo a la aurantinidina) es
inversamente proporcional a la primera diferencia de EDE.

Por otra parte, en base a los datos obtenidos se puede decir que
B3LYP/6-31G(d,p) es un buen método para evaluar la actividad antioxidante
de las antocianinas. Cabe senalar que este método evaluo el mecanismo de
transferencia de hidrégeno. Los resultados tedéricos asi obtenidos tienen una
buena correlacion con los datos experimentales reportados por Huang y col.
(2005)%, cuya R?*=0.97.

Por ultimo, la correlacion lineal de los datos tedricos con los
experimentales sugieren que el método (B3LYP/6-31G(d,p)) permite predecir

las propiedades antioxidantes de las antocianinas.

N
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= R? = 0.9742
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e malvidina ® pelargonidina
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1a. Diferencia de EDEs relativas (kcal/mol)

Figura 15. Grafica que representa la relacion directa entre ORAC y

EDEs relativas

58



8. CONCLUSIONES

e La geometria plana de las moléculas juega un papel importante
en la estabilizacion del radical, permitiendo asi el flujo electrénico a través de
los anillo Ay C, y B.

e Un factor estructural importante para la estabilizacion de los
radicales de las antocianinas es la presencia de puentes de hidrogeno.

e En cuanto a su reactividad, el sitio mas reactivo de la
aurantinidina corresponde al grupo OH unido al Cg; mientras que para la
cianidina y delfinidina la posicion mas reactiva se encuentra en los grupos
OH unidos al C4. En el caso de la malvidina, pelargonidina y peonidina, el
sitio mas reactivo es el grupo hidroxilo que se encuentra unido al C; debido
a que estas antocianinas no presentan enlaces de hidrogeno en las
estructuras radicales.

e La reactividad de las antocianinas no solo depende del numero y
posicion de OH en la estructura, sino también de las diferencias en las
entalpias de disociacion del enlace O-H entre todos los posibles radicales
generados.

e La cianidina, a pesar de tener un grupo OH menos que la
delfinidina, presenta mayor actividad antioxidante, y esto se atribuye a que
las diferencia de EDEs relativas de sus radicales son menores que en los
radicales de la delfinidina. Este comportamiento también se puede observar

al comparar la delfinidina con la aurantinidina.
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e En suma, el método B3LYP/6-31G(d,p) indica que la actividad
antioxidante de las antocianinas presenta el siguiente orden: cianidina >
aurantinidina > malvidina > delfinidina > peonidina > pelargonidina.

e Los datos obtenidos mediante B3LYP/6-31G(d,p) indican que las
EDEs relativas de los radicales son un buen parametro estructural para
evaluar la capacidad antioxidante de las antocianinas mediante el
mecanismo de transferencia de hidrogeno y concuerda con los datos
experimentales obtenidos mediante ORAC.

e EI mayor acortamiento del enlace C,-C+ en los radicales, respecto
a sus estructuras primarias, indica que existe un mayor flujo electronico a
través de este enlace desde el anillo C al B o viceversa. Esto se corrobora

con la distribucion de la densidad electrénica en los orbitales SOMO.
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9. PERSPECTIVAS

Actualmente no hay estudios que relacionen la estructura quimica de
las antocianinas con su capacidad antioxidante. Por ello, el presente trabajo
puede ser una base para realizar estudios de esta naturaleza. Por ejempilo,
se podrian llevar a cabo estudios en glicésidos de antocianinas, que podrian
ayudar a determinar el efecto de los fragmentos de azucares sobre la
capacidad antioxiante de estos compuestos.

Ademas, realizar una investigacion enfocada a los cambios
estructurales, propiedades y caracteristicas en las antocianinas cuando se
encuentran en diferentes condiciones de pH.

En un futuro, este conocimiento permitira llevar a cabo predicciones
del comportamiento de estructuras con potencial actividad antioxidante que
conducira a la elaboracion de buenos antioxidantes para la industria

alimentaria.
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11. APENDICE

11.1 Coordenadas cartesianas de las estructuras primarias

AURANTINIDINA

3.267713  0.841869 -0.000119
4.009429 -0.329696 -0.000116
3.358871 -1.587438 -0.000063
-0.956579  0.467573  0.000032
-0.371836 1.767405 -0.000029
1.004906 1.899409 -0.000072
3.852266  2.056237 -0.000171
4.209171 -2.638427 -0.000065
1.462743 -2.648068  0.000034
5.361177 -0.210238 -0.000167
1.455461 2.888322 -0.000115
-2.347203  0.094939  0.000077
-2.698774  -1.284995  0.000034
-3.401461 1.04589  0.000169
-1.919362 -2.035868 -0.000039
-3.180802  2.102028  0.000212
-4.013626  -1.690171 0.000073
-4.722732  0.639867  0.000213
-5.043997 -0.728356  0.000162
-6.303036  -1.188927  0.000196
-6.941121  -0.460368  0.000259
-1.205895  2.835068 -0.000046
-0.112416  -0.581788  0.000038
-4.281371  -2.740665  0.000038
-5.514962 1.383452  0.000291
-0.699353  3.659473 -0.000155
4.816842 1.943076 -0.000199
3.739657 -3.484028 -0.000026
5.76979 -1.089498 -0.000159

ITIIIIITIOOIOOOOIITIOOONIOIOOOOOOOO



CIANIDINA

TIIITIITIOOOIOOOOIITOOOIIIOOOOOOOO

3.878928
4.508964
3.746254
-0.368573
0.32613
1.71245
4.517066
4.457033
1.7527
5.590706
2.249454
-1.787638
-2.240489
-2.747324
-1.54172
-2.437721
-3.588227
-4.101855
-4.531957
-5.823089
-6.430144
-0.404725
0.379708
-3.996665
-4.833583
0.176162
5.477006
3.878748
-4.96606

-0.643048
0.583417
1.775999

-0.660856

-1.900466

-1.906434

-1.830996
2.914277
2.657956
0.667949

-2.851017

-0.406671
0.940025

-1.449517
1.765311

-2.482336
1.236296

-1.150296
0.176983
0.573801

-0.179695

-3.041304
0.462504
2.523094

-1.953271

-3.814946

-1.707573
3.690602
2.550224

-0.000248
-0.000172
0.000022
0.000084
-0.000093
-0.000196
-0.000429
0.000084
0.000292
-0.000259
-0.000354
0.000143
-0.000264
0.000646
-0.000664
0.00102
-0.0002
0.000726
0.000295
0.000305
0.000614
-0.000173
0.000185
-0.000626
0.001128
-0.000596
-0.000498
0.000216
-0.000512
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DELFINIDINA

ITIIITOOOOIO0OOOOIITOOOIIIOOOOOOOO

-4.097949
-4.801344
-4.11207
0.143697
-0.476425
-1.859052
-4.663984
-4.889436
-2.174948
-5.886156
-2.33776
1.543613
1.908107
2.560961
1.1569867
2.309855
3.239996
3.888597
4.240629
5.522211
6.109572
0.321003
-0.672113
3.570733
4.962193
4.536679
-0.216823
-5.629556
-4.358276
4.684158

-0.775889
0.41032
1.646423
-0.537343
-1.816432
-1.907006
-2.000289
2.74049
2.646226
0.428772
-2.882385
-0.198936
1.171183
-1.191674
1.950971
-2.24178
1.548362
-0.804143
0.55705
0.967217
0.193085
-2.914401
0.539084
2.857532
-1.64642
2.944394
-3.718603
-1.93409
3.54983
-2.571602

0.000318
0.000089
-0.00023
0.00004
0.000393
0.000475
0.00063
-0.000437
-0.000572
0.000144
0.000761
-0.000035
0.000176
-0.000375
0.000453
-0.000611
0.000077
-0.000469
-0.000239
-0.000291
-0.000436
0.000691
-0.000184
0.000313
-0.000864
0.000249
0.001083
0.000671
-0.000653
-0.000283
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MALVIDINA

ITITIOIIITOIIITIOOOOITOOOOIITOOOIIITOOOOOOOO

-4.53462
-5.23341
-4.53895
-0.291548
-0.919619
-2.300982
-5.107651
-5.310985
-2.597035
-6.318097
-2.784342
1.107786
1.484915
2.123611
0.741221
1.865233
2.814863
3.446393
3.815986
5.110994
5.628055
-0.126317
-1.103545
3.058978
4.530875
-0.669105
-6.072693
-4.77424
4.324023
3.753852
5.316965
3.805364
4.152526
5.110208
3.954682
4.168766

-0.771165
0.416798
1.647033
-0.55448
-1.829447
-1.913277
-1.990984
2.744575
2.634682
0.43979
-2.884482
-0.227148
1.136818
-1.224301
1.921227
-2.269268
1.533187
-0.833205
0.536024
0.865601
0.040034
-2.929566
0.52468
2.861966
-1.658066
-3.728559
-1.918142
3.548505
-3.071993
-3.388408
-3.518971
-3.383245
3.446985
3.242671
4.519019
3.082014

0.049857
-0.010552
-0.08405
0.006831
0.082604
0.097425
0.121255
-0.140194
-0.154182
-0.004247
0.156439
-0.021058
-0.045431
-0.017034
-0.03685
0.009322
-0.086879
-0.058151
-0.114705
-0.206114
-0.209858
0.141463
-0.046974
-0.177788
-0.076863
0.195525
0.123296
-0.190992
-0.067024
-0.94719
-0.093731
0.846161
0.555588
0.07602
0.552415
1.587636
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PELARGONIDINA

TIIIITIOOIOOOOIITIOOOIIIOOOOOOOO

3.598605
4.322378
3.654731
-0.637634
-0.03939
1.341371
4.142933
4.451018
1.735712
5.407323
1.803969
-2.031012
-2.397197
-3.074993
-1.625886
-2.842418
-3.716251
-4.400357
-4.736208
-5.999713
-6.630636
-0.858577
0.194911
-3.995225
-5.184511
-0.340998
5.109625
3.93454

0.771568
-0.402278
-1.650024

0.461416

1.751433

1.864666

2.005331
-2.730299
-2.683427
-0.401964

2.847748

0.103821
-1.272532

1.066501
-2.031625

2.120064

-1.66329

0.674894
-0.690161
-1.136926
-0.401991

2.831242
-0.601907
-2.710784

1.426894

3.64874

1.956803

-3.549073

-0.000084
-0.000194
-0.00024
0.000095
0.000121
0.000076
-0.000034
-0.000347
-0.000202
-0.000246
0.000084
0.000089
-0.000565
0.000766
-0.001105
0.001311
-0.000565
0.00079
0.000117
0.00008
0.000567
0.000163
0.000016
-0.001094
0.001339
-0.000082
-0.000081
-0.000372
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PEONIDINA

ITITITOIIIITIOOOIOOOOIITOOOIIIOOOOOOOO

4.093334
4.636108
3.791089
-0.142923
0.645086
2.025171
4.81577
4.417521
1.740816
5.70921
2.629778
-1.571257
-2.133702
-2.448962
-1.480415
-2.053373
-3.499583
-3.821298
-4.364072
-5.686929
-5.879744
0.00003
0.522954
-4.176968
-4.497236
0.636798
5.764235
3.783252
-3.438385
-2.814515
-4.18034
-2.815575

-0.533336
0.73522
1.868919
-0.860305
-2.047126
-1.952262
-1.672609
3.057496
2.60533
0.895009
-2.854829
-0.717296
0.595395
-1.832448
1.455744
-2.835337
0.766798
-1.653623
-0.366826
-0.198645
0.755379
-3.238777
0.317631
1.945302
-2.500896
-3.967251
-1.48
3.78843
3.168054
3.247535
3.965394
3.244645

0.000673
-0.000326
-0.00155
-0.000165
0.001205
0.001499
0.001874
-0.002499
-0.002734
-0.000221
0.002652
-0.000536
0.000992
-0.002677
0.002591
-0.004065
0.000578
-0.003281
-0.001625
-0.002042
-0.00066
0.002414
-0.001003
0.002056
-0.005038
0.003907
0.001931
-0.003403
0.00446
-0.892664
0.005347
0.902578
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11.2 Coordenadas cartesianas de los radicales mas estables

AURANTINIDINA C¢ OH

3.293656  0.849779 -0.000122
4.074808 -0.361795 -0.000122
3.364771  -1.646679 -0.000069
-0.920853  0.485439  0.000027
-0.340919  1.788302 -0.000023
1.034424  1.922933 -0.00007
3.933523  2.011557 -0.000169
4115774 -2.734725 -0.00007
1.456691 -2.649384 0.00002
5.328995 -0.321908 -0.000166
1.482744  2.912728 -0.00011
-2.301949  0.102524  0.000073
-2.64392 -1.282834  0.000052
-3.365114  1.047874  0.000144
-1.859688 -2.028482 -0.000003
-3.150915  2.105292  0.000166
-3.954445  -1.696202  0.000095
-4.681521 0.632867 0.00019
-4.99232  -0.739846  0.000165
-6.244532  -1.208866  0.000204
-6.892119  -0.488083 0.00025
-1.18069  2.849836 -0.000024
-0.066149 -0.565046  0.000026
-4.21541  -2.748296  0.000075
-5.479591 1.369949  0.000247
-0.682568  3.679646 -0.000091
4.893316 1.81052 -0.000198
5.051993 -2.444444  -0.000109

TIIIITIOOIOOOOIITIOOOIOIOOOOOOOO



CIANIDINA C4 OH

TIIIITOOO0OO0OO0OO0OOIITOOOIIIOOOOOOOO

3.835534
4.475832
3.721182
-0.418239
0.268528
1.661708
4.457167
4.440655
1.736705
5.557995
2.190891
-1.830198
-2.259112
-2.814929
-1.551204
-2.477046
-3.610217
-4.1498
-4.636999
-5.825633
-0.454884
0.342236
-4.072977
-4.886679
0.12369
5.419492
3.873716
-5.054683

-0.657131
0.562246
1.761969

-0.641702

-1.884119

-1.899142
-1.85127
2.890377
2.665211
0.638847

-2.847874

-0.372398
0.975885

-1.440034

1.79309

-2.464355
1.260603

-1.178847
0.187455
0.535266

-3.023091
0.484114
2.497958

-1.974324

-3.799235

-1.744351
3.675718
2.415899

-0.000197
-0.00015
-0.000022
0.000058
-0.000089
-0.000166
-0.000317
0.000015
0.000162
-0.000208
-0.000286
0.00012
-0.000183
0.000538
-0.000497
0.000813
-0.000118
0.000628
0.000291
0.000319
-0.000185
0.000098
-0.000425
0.000964
-0.000406
-0.000364
0.000107
-0.000303
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DELFINIDINA C4 OH

TIIIITIOOO0OO0OO0OO0OO0OOIITOOOIIIOOOOOOOO

-4.058934
-4.763274
-4.074187
0.18639
-0.430904
-1.821309
-4.61656
-4.853592
-2.140836
-5.848002
-2.298302
1.586352
1.932394
2.59455
1.167038
2.344498
3.248996
3.921383
4.318778
5.515709
0.354044
-0.632834
3.627689
4.904666
4.605444
-0.18058
-5.583113
-4.328981
5.74918

-0.78055
0.402958
1.641634
-0.536075
-1.813828
-1.904398
-2.006214
2.730047
2.649213
0.421361
-2.88043
-0.193288
1.196525
-1.201774
1.958928
-2.250038
1.578204
-0.835483
0.574876
0.907803
-2.910876
0.545752
2.855453
-1.732281
2.868582
-3.717905
-1.949907
3.544211
-1.23867

0.000336
0.000172
-0.000084
0.000048
0.000315
0.000409
0.000581
-0.000229
-0.000379
0.000233
0.000624
-0.000057
0.000031
-0.000276
0.000203
-0.00037
-0.000069
-0.000394
-0.000283
-0.000393
0.000496
-0.0001
0.000028
-0.00061
-0.000069
0.000737
0.000628
-0.000403
-0.000638
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MALVIDINA C3

ITIOIIITIOIITIOOOO0OIOOOOOIITIOOOIIIOOOOOOOO

-4.547249
-5.250925
-4.556928
-0.282312
-0.882682
-2.322119
-5.109999
-5.322294
-2.617799
-6.335471
-2.774205
1.099666
1.506738
2.090632
0.77543
1.775607
2.841004
3.417882
3.818044
5.11399
5.611814
-0.196673
-1.10519
3.125055
4.483416
-6.076633
-4.788421
4.245569
3.672347
5.229822
3.713456
4.258799
5.189758
4.072401
4.31772

-0.791179
0.392369
1.622843

-0.524368
-1.87459

-1.926404

-2.007145
2.718762
2.623686
0.413335

-2.911129
-0.20481
1.158687

-1.233775
1.9565212

-2.265315
1.522626

-0.877736
0.490108

0.78211

-0.057524

-2.915897
0.547598
2.838659

-1.71795

-1.946546
3.526093

-3.132766

-3.444166

-3.598099

-3.415079
3.404371
3.194385

4.47809
3.029475

0.042472
-0.000504
-0.055815
0.0008
0.058864
0.071727
0.095508
-0.095931
-0.110796
0.005984
0.11429
-0.024215
-0.058395
-0.003384
-0.063147
0.033593
-0.0939
-0.038378
-0.106842
-0.195103
-0.190364
0.09516
-0.035434
-0.198407
-0.040532
0.098859
-0.134592
-0.01239
-0.891178
-0.026915

0.901311

0.491275
-0.035895

0.505684

1.517594
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PELARGONIDINA Cs

-3.604049
-4.330644
-3.660732
0.656901
0.079855
-1.357546
-4.141958
-4.444695
-1.739836
-5.415403
-1.789124
2.03275
2.42803
3.057609
1.67017
2.774843
3.751815
4.38653
4.749402
6.016219
6.636235
0.790126
-0.184706
4.061237
5.156815
-5.109919
-3.928012

ITITIITITOOIOOOOIITOOOIIIOOOOOOOO

0.796819
-0.374444
-1.618243

0.443798

1.806908

1.889134

2.023401
-2.699845
-2.657652
-0.374166

2.884066

0.097031
-1.278295

1.091785
-2.051279

2.135052
-1.636024

0.730483
-0.632113
-1.049536
-0.304092

2.831797
-0.610459
-2.674901

1.496634

1.984829
-3.519342

0.000034
0.000277
0.000462
-0.000116
-0.000331
-0.000272
-0.000155
0.000695
0.000546
0.000332
-0.000424
-0.000109
0.000166
-0.000381
0.000381
-0.000586
0.000166
-0.000385
-0.000112
-0.000099
-0.000289
-0.000549
0.000103
0.000379
-0.0006
-0.0001
0.000813
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PEONIDINA C3

ITIITOIIITOOOIOOOOITOOOIIIOOOOOOOO

4.11422
4.661421
3.815961

-0.152803
0.621525
2.054751
4.827139

4.43356
1.765364
5.734494
2.629554

-1.562207

-2.152046

-2.416708

-1.514264

-1.970384

-3.517773

-3.787517

-4.356211

-5.675333

-5.894578
0.078709
0.525473

-4.231717

-4.44724
5.778597
3.800644
-3.53369

-2.914291

-4.302562

-2.914392

-0.559646
0.705462
1.836937

-0.842904

-2.106703

-1.971647

-1.694405
3.023445
2.583159
0.864232

-2.891164
-0.70254
0.603863

-1.847595
1.476268

-2.831546
0.740671

-1.702505

-0.421818

-0.282783
0.666909

-3.228097

0.32774
1.893237

-2.562468

-1.512981
3.756443
3.142227
3.238612
3.913282
3.238146

0.000141
-0.000024
-0.00024
-0.000038
0.000163
0.000223
0.000343
-0.000394
-0.000452
0
0.000388
-0.00005
0.000141
-0.000334
0.000371
-0.000456
0.000081
-0.000441
-0.000227
-0.000307
-0.000125
0.000286
-0.000166
0.000292
-0.000691
0.000358
-0.000565
0.000657
-0.897431
0.000813
0.898865
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12. GLOSARIO

ALIMENTO FUNCIONAL. Alimento para uso especifico de la salud, aquel
que satisfactoriamente ha demostrado afectar benéficamente una o mas
funciones especificas en el cuerpo, mas alla de los efectos nutricionales
adecuados.

ANTINEOPLASICO. Agente que inhibe o previene la proliferacién de células
cancerosas. Medicamento que inhibe o previene el desarrollo del cancer
porque evita el crecimiento de las células tumorales.

ANTIINFLAMATORIO. Agente que inhibe y/o previene la inflamacién en las
células. Sustancia que reduce o elimina las inflamaciones o hinchazones de
los tejidos.

ANTIOXIDANTES. Un conjunto heterogéneo de sustancias (vitaminas,
minerales, pigmentos naturales, compuestos vegetales y enzimas), que
bloquean el efecto dafiino de los radicales libres. El término antioxidante
significa que impide la oxidacion perjudicial de otras sustancias quimicas
ocasionada durante las reacciones metabdlicas o producida por los factores
exogenos como las radiaciones ionizantes.

CANCERIGENO: Agente fisico o quimico que induce el desarrollo del
cancer. Virus, sustancias o factores que se consideran que pueden favorecer
el desarrollo del cancer, (virus de Epstein Barr, papiloma, tabaco, asbesto,

radioactividad y radiacion solar).
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DESLOCALIZACION ELECTRONICA. Es el fenémeno que se produce
cuando uno o varios electrones pueden distribuirse o moverse entre varios
centros (por ejemplo, atomos en una molécula). De acuerdo con la mecanica
cuantica, todos los electrones de un sistema son equivalentes e
indistinguibles, y carecen de trayectoria, de forma que no es estrictamente
correcto decir que en una molécula hay N pares de electrones localizados y
m electrones itinerantes o deslocalizados.

ESTRUCTURA PRIMARIA. Es la estructura “padre” u original. Es decir, la
estructura a la que no se le ha quitado ningun atomo de hidrégeno. En este
caso, las antocianinas mostradas en la Figura 9.

ENERGIA DE DISOCIACION DE ENLACE. Energia necesaria para romper
un enlace O-H. Es la energia que un radical libre necesita para quitar un
atomo de hidrégeno a un compuesto antioxidante.

NUTRACEUTICOS. Son componentes de los alimentos o partes del mismo
que aportan un beneficio afiadido para la salud, capaces de proporcionar
beneficios médicos, inclusive para la prevencién y el tratamiento de
enfermedades.

Son agentes bioactivos proporcionados en forma concentrada para mejorar
las caracteristicas nutritivas, son componentes del alimento, o una mezcla
compleja de sustancias quimicas, fisiolégicamente activas, cumpliendo una
funcidén igual que los nutrientes de los alimentos, contribuyendo a reducir la
incidencia de ciertas enfermedades cronicas.

ORBITALES MOLECULARES. Son el resultado de la combinacion lineal de

orbitales atdmicos de una estructura.
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OPTIMIZACION DE GEOMETRIA. Es un proceso por medio del cual un
programa computacional busca un minimo global en la superficie de energia

potencial.
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