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Resumen

El maiz pertenece a la familia de las gramineas y su nombre cientifico es Zea mays.
Respecto a su origen botanico, tienen relacion filogenética con una planta conocida como
"teosintle o teosinte" (Euchlaena mexicana). Gracias a la transmision de conocimiento de
generacion a generacion durante siglos, se han desarrollado varias especies de maiz de
color blanco, amarillo, rojo, morado y azul. La presencia de color se debe en gran medida
a las antocianinas, compuestos presentes en el pericarpio y en la capa de aleurona o en
las dos estructuras del grano. Son el grupo mas importante de compuestos hidrosolubles,
responsables de los colores. Por afios estos compuestos han sido consumidos por el
hombre sin ningun efecto perjudicial evidente y su incorporacion en alimentos tiene la
ventaja no solo de impartir color, sino que por las propiedades antioxidantes que poseen,
se pueden considerar como alimentos funcionales. Por todo lo descrito anteriormente vy
por muchas otras razones que incumben a otras disciplinas, no es de extrafiar que sea
una de las plantas mas estudiadas en el mundo. La presente investigacion tiene como
proposito de determinar el perfil de las antocianinas pelargonidina-3-glucésido y cianidina-
3-glucésido en diferentes granos coloridos de maiz criollo. La parte experimental se aboco
a la identificacion, separacion y cuantificacion de estas antocianinas por métodos
cromatogréaficos asi como la busqueda de sistemas Optimos para la extraccion. Se obtuvo
el perfil cuantitativo de estas moléculas complementédndolo con nuevos sistemas para la
identificacion de estas moléculas por cromatografia en capa fina asi como un sistema
base para la obtencién de estandares de estas, asi como con nuevos sistemas de

extraccion de estas moléculas.

Palabras clave: Biocolorantes, maiz criollo, antocianinas



AGRADECIMIENTOS

Primero quiero agradecer a mis padres, Mario Y Rosa Maria por todo el apoyo y carifio
que me han brindado en toda mi vida, gracias por todo y por todo lo que viene, también
quiero agradecer a mi hermana Sofia por todos los buenos momentos vy las risas que no
hemos sacado uno a otro, gracias nifia siguele dando a essa danza guerreira.

A una persona con quien he compartido mi vida durante muchos afos los cuales sin duda
han sido de los méas felices, quien ha estado a mi lado en los buenos y los malos
momentos, no hay palabras para expresar todo lo que significas para mi, gracias Tania sin
ti no hubiera llegado a este momento, este trabajo va especialmente dedicado a ti.

A todos los maestros de la facultad que a través de los afios compartieron sus
conocimientos en las aulas y fuera de ellas.

A mi mejor amigo de toda la vida mi primo Arturo, por acompafarme durante todo este
tiempo, y a mis tios Martha y Alfonso

A mis queridos amigos Javier Ruiz y Ramén Barrera por todas esas aventuras,
desveladas y tertulias que pasamos juntos, espero que siempre tengamos un tiempito
para repetirlas. A Israel Benitez uno de mis grandes colegas de la facultad que muy a su
estilo me ayudo mucho en nuestra apasionante carrera y todas esas inolvidables tardes
en la biblioteca central.

A todos los tresventiuneros (Charly, Pepe, Hipo, Rulo, Romina, Gus, Viri, Cindy, Rod, Eri)
como me gusto estar con ustedes en el laboratorio, y en esas inolvidables tardes y todo
lo que compartimos, les deseo mucho éxito a todos.

A la familia Moreno de Ixtenco que tan amablemente contribuyo a conseguir las
variedades de maiz para esta investigacion.

A la Familia Sanchez de Vicente Guerrero Tlaxcala por su amistad y su apoyo.

A toda la banda del cubo de la prepa 6 por todos esos momentos que pasamos juntos en
el corazén de Coyoacan.

A las mejores nutriélogas de Tlaxcala: Guadalupe y a ese mole tan delicioso que prepara
tu mama y Araceli “Partner” que contribuyo en gran medida en esta investigacion, con su
esfuerzo y dedicacion en esas largas tardes de extracciones, gracias Ara esta tesis
también es parte tuya.

A Angel “chavo mil heridas” por los buenos momentos que hemos pasado en estos afios y
los que vienen que seguramente serdn mejores gracias chavo eres el mejor.

A todo el equipo de produccion de la Gerencia Metropolitana Norte aprendi mucho con
ustedes y a mis comparieros del servicio social

A mis buenos amigos de la facultad, Gerardo “botero”, Marisol que buen equipo de
analitica, a Dianita y a Alex, mi brother Felipe, Lizet, Josue, Melina nunca olvidare el
laboratorio de toxi, Dalia, Sergio como olvidarte mi buen, Jannet, Nancy, Liliana, Demetrio
gracias chicos no olvido los buenos momentos que tuvimos juntos en esas frias tardes en
la pecera, el la biblio o0 en los alrededores de la facultad.



Al Doctor Arturo por darme la oportunidad de llevar a cabo esta investigacion y a la
Doctora Hilda que me ayudo muchisimo en el transcurso de la investigacion.

Y a todos aquellos que se me han escapado de la memoria una disculpa pero saben que
los aprecio mucho.

Gracias a todos aunque el tiempo y la distancia nos alejen un poco siempre los tengo
presentes.

“Por mi raza hablara el espiritu”
Mario Emilio Garcia Romo
Septiembre 2010



Indice

Capitulo 1 Introduccion

1.1 Proble@matiCa.........ouieie et et e e e 1
1.2 ODJBLIVOS. ..ottt e et e e e e e 1
IR T Y o7 Uy oY PP 2
1.4 HIPOESIS. .. et e e e 2
Capitulo 2 Antecedentes
2256 o] o 3
FZ A O] o] - T | (= S
P2 T = 110 Yoo [o] -1 | 1= F PP 6
2.4 Clasificacion de biocolorantes...........c.oovviiiiieiiiiiiieiiieee e 7
2.4.1 Tetrapirroles (Clorofila)..........coooeiiiiiii e, 8
2.4.2 Estructuras isoprénicas (carotenoides)..........c.oevvevieiiieeeennnnn 11
2.4.3 Heterociclos con nitrégeno diferentes a tetrapirroles

(Betalainas y betaxantinas)............ccooveveeiiniiiiieieeieinaeannne 14
2.4.5 Quinonas (acido CarminiCO)..........ouivuuiiiriie e eiae e 17
2.5 Benzopiranos (ant0CIANINAS) ... .....vvuies it 19
2.5.1 DIStrDUCION.. ..ot e e e 19
2.5.2  BIOSINIESIS. ...t it iet et et e e 21
2.5.3  ESHUCIUIA. ..ottt e e e e ae e eeeaeeeeeeeneeee 24
2.5.4 Factores que afectan la estabilidad de la estructura............... 25
2.5.4.1 GlicOSIaCION.......cciee et 25
2.5.4.2 Hidoxilacion y metoxilacion..............cooiiiiiiiiii i 27
2. 5. 4. 3 P 28
2.5, 4.4 TEMPEIAIUIA. .. .ot cet e et ettt et et e e e e e e eeneanenns 30
2. 5.5 LUZ ettt et ee e e e e 31
P22 ST T © )T 1= 3 T J 32
2.5.6  ENZIMAS... .0ttt e e e e 32
2.5.7 Interaccién con MetalesS.........coeieiieiiieiie i e 33
2.5.8 Efectodela concentracion.............cccoovviiiiiiiiiieiiiiee e 34
2.6 (@] 1o 441=T ) 7= Yo o] o PP 34
P2 20 O o o 44 =Y | (o 1 36
2.6.2 Copigmentacion intermolecular. ... 37
2.6.3 Copigmentacion intramolecular..............c.cooiiieieeieinnen ., 38
2.7 Aspectos metodoldgicos para la obtencién de antocianinas..... 40
P2 00 R - (o o3 T o 1R 40
2.7.2 Purificacion de extractos CrudosS............oevveeieniiineneeiinannnnn. 41
2.7.3 Cromatografia en capa fina.............coocoii i 41
2.7.4 Cromatografia en contracorriente de alta velocidad................. 42
2.7.5 Cromatografia de liquidos de alta resolucion.......................... 42
2.8 (OF T (o3 1= (4= Lol (o] o FR P 43
2.8.1 Caracteristicas eSpectrales. .. .......c.ccoviiiiiiiiiieiiiie e e, 43
2.8.2 ESPECIroSCOPIa 08 MASAS. ... . cuiunueeieniieaenieaanieaee e eenane s 44
2.8.3 Resonancia magnética nuClear............c.coevevuiiineieeeeninenne 45
2.9 FUNCion biolOgiCa. .. ....vue e 46
2.10 Antocianinas COMO NULrACEULICOS ... ... uuueeeeeienieieeeeeeiineee e, a7
2.11 Antocianinas como COlOrantes ...........c.veeiieieiiiiieieieneennnn 48
2,12 MAUZ. i e 49
2.12.1 Origen del MalzZ.........couiiriini e e et et e e 50
2.12.2 Laplanta del Maiz.........oo.viiiiie i e ol



2.12.3 Estructuradel grano de Maiz..........cooeii i e
2.12.4 Aplicaciones del Maiz..........ocoiuii i
2.13 Estado de TlIaxcala ..........ooouiieii i
2.14  MuniCIPIo de IXEENCO.. ...ttt e e e e e

Capitulo 3 Metodologia

3.1 Etapa |

00 0t B 1Y [N =T { =T P
3.1.2  SElECCION. ...t
3.1.3 Preparacion de las MUESHIaS..........ouiuuiie i e e e
3.1.3. 1 MONENUA SBCA. .. ... eetinie et e ettt e e e e e e
3.1.3.2 EXtraccion de pigmentoS. .. .....covuiueeiiae e et e e
3.1.3.3 SeMi-puUrfiCaCION ... ... .o e e
3.1.3.4 LIOfiliZacion... ...
3.2 Etapa Il

3.2.1 Cromatografia en capa fina para la obtencion de estandares...........
3.2.2 Desarrollo de Sistema de Cromatografia en Capa Fina.................
3.2.3 Comparacion con fuentes de antocianinas conocidas.....................
3.2.4 Cromatografia a escala preparativa (Mg) .......cccovveeiiiieiiineaennnn.
3.3 Etapa Ill

3.3.1 Optimizacion del sistema de extracCiOn..............cooeeeviieviiiiieennnnn
3.3.2  Extraccion con SiStemas PropUESLOS. .. .....oueeiunuieaenieveeiiiiaeaiienes
3.3.3  Preparacion del control.............ccoooiiiii i,
3.3.4 Cuantificacion de antocianina total mMONOMEricas................cc.coe.....

3.3.5 Comparacion de antocianina total extraida ................coceeieeiennnnne
3.4 EtapalV

3.4.1 Adecuacion de la metodologia para HPLC.............ccooeieieiinnn.
3.4.2 Elaboracion de curva patron y cuantificacion por HPLC.................
3.4.3  CUuANtifiCACION. ... .t e

Capitulo 4 Resultados y discusién

4.1 SEIBCCION. .. .. e
4.2 Cromatografia en capa fina..........cocooiie i
4.3 Optimizacién del sistema de extracCion.............coooeevieiiiiieiineeannn,
4.4 Cuantificacion por HPLC.........oooiiiii e
Capitulo 5 CONCIUSIONES ...t e e e
Capitulo 6 ReCOMENACIONES ... ..ottt e e e e
F Y o 1= g Yo [ o] = R PP

BiblOgrafia.......ceeiiie



indice de Figuras

Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8
Figura 9

Figura 10

Figura 11
Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Espectro electromagnétiCo...........ovuinieiiiiie e e

PercepCion del COlOr. ... e

Estructura de porfina y porfirina ..........cc.ocoiiiiiiiie e,

Formula, sustitucion y nomenclatura de las clorofilas....................

Estructura de los carotenoides y el sistema de numeracion comun.

Los nimeros cerca de cada carbono se dan de acuerdo a la

nomenclatura Semi-SiStEMALICA. .. ....covee et e,

Caracteristica de los grupos finales de los carotenoides y sus

0] 0] 0] (=1

Betalainas y sus estructuras de resonancia.............cc.cocevevenieninnnns

Ejemplos de betalainas ...........cooeviiiiii i
Yo (o [0 o= 14 4 1110l 1

Biosintesis de las antocianinas en maiz ..........cooeeveieiiiiieiiin..

Estructura ion flavilio........oooe oo e e e e

Estructura de antocianidina y una antocianina...................cc........

Estructuras comunes de los monosacaridos y disacaridos

en antocianinas de 10S alimentosS .......oovin i

Estructura quimica de las principales antocianinas.......................

Las cuatro principales formas de equilibrio de antocianina

Loy Y (=] £ (=TT

Distribucién de las diferentes formas de equilibrio de malvidina 3-

GIUCOSIO ... e e e e e

La degradacion de los antocianos monoglucosido a ph 3,7

acelerada Por Calor. ..ot

31



Figura 18 Mecanismo sugerido para la formacion del complejo
metal-antocianina-acido ...........................

Figura 19 Interacciones de las antocianinas ..............c.oeeiieeiieiiiieieinie e
Figura 20 Efecto hipercromico y cambio batocromico .............ccoeeveieiiniennnnn
Figura 21 Interacciones intermoleculares ............coooouiiiiiiie i

Figura 22 Estructura de diferentes copigmentos ..........c.ccoviiiiiiiiiiiniinineannnns.

i:igura 23 Ejemplo de acilacion intramolecular .............cooooii i,
Figura 24 Crecimiento de la planta de mMaiz...........ccccoeoiuiiiiiniiiiiin e
Figura 25 Estructura del grano de maiz corte transversal .............cc.ccooeeueenen.
Figura 26 Composicion del grano de maiz y sus partes anatomicas................
Figura 27 Mapa del estado de TlaxCala...........ccooeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiice e
Figura 28 Localizacion de Ixtenco en el estado de Tlaxcala...........................
Figura 29 Coloracion de los maices muestreados. ..........cc.ovvvviiiieiiiiiieiininanes

Figura 30 Maices coloridos seleccionados de la muestra total........................
i:igura 31 Cromatografia con los sistemas descritos en la literatura.................
i:igura 32 Cromatoplaca con el sistema de elucion desarrollado.....................

Figura 33 Cromatograma y concentracion de antocianinas en el maiz azul
(ol o 10 o] r= W (o] - U PV PRPPPRR

Figura 34 Cromatograma y concentracion de antocianinas en el maiz violeta....
Figura 35 Cromatograma y concentracion de antocianinas en el maiz
TIAXONOIE... ..

Figura 36 Cromatograma y concentracion de antocianinas en el maiz
MoOradilla. .. ... o

Figura 37 Cromatograma y concentracion de antocianinas en el maiz Negro.

Figura 38 Cromatograma Yy concentracion de antocianinas
en el maiz ROJO Matizado..........ocove ooiie e e e

82



Figura 39 Cromatograma y concentracion de antocianinas
eN el mMaiz Coral.... ..o s



indice de Tablas

Tabla 1 Clasificacion de biocolorantes segun su estructura quimica.............

Tabla 2 Clasificacion de carotenoides........oov e e e e

Tabla 3 Caracteristicas de los pigmentos de grana cochinilla......................

Tabla 4 Antocianinas encontradas en diferentes tejidos de plantas..............

Tabla 5 Ocurrencia de antocianinas en algunas fuentes naturales
gue se utilizan como alimentos ...................

Tabla 6 Clasificacion del maiz (FAO).... ..ot e e

Tabla 7 Clasificacion por tipo de maiz............coooooviiiii i ninen.

Tabla 8 Producciéon nacional anual

demaiz2008.......cooeeiei

Tabla 9 Produccidon anual de maiz estado de Tlaxcala..........ccovvveevieninn....

Tabla 10 Produccién anual de maiz municipio de IXtenco................c.oveeenen.

Tabla 11 Ejemplo sistemas de elucion probados durante esta investigacion...

Tabla 12 Sistemas propuestos para la extracCion ...........cc.coeeeeiieviiiaiennans

Tabla 13 Antocianina total con acido A.......cooee e e

Tabla 14 Antocianina total con acido B .......oovoiee i e

Tabla 15 Antocianina total con acido C ........ove i e

Tabla 16 Antocianina total con acido D .......ooiniei i e

Tabla 17 Concentracion de pealgonidina-3-glucésido y cianidina-3-glucosido

de los maices estudiados

21

50

56

60

60

60

69

76

77

77

78



Capitulo 1 Introduccion

1.1 Problemaética

En México, el maiz y los productos derivados de este pueden considerarse como algunos
de los alimentos basicos de la poblacion, alrededor de este nos encontramos implicita
una larga lista de dindAmicas comunitarias y familiares en torno a la siembra, la cosecha, el
intercambio de jornadas, la preparacién de alimentos, la celebracion de fiestas, por
mencionar algunas, que se observan principalmente en la region centro y sur del
continente americano, que por su extension, se ha requerido del interés, la sabiduria y la
pasion de miles de experimentadores agricolas lo que ha generado una gran cultura
acerca del maiz. Sin embargo, muy a pesar de toda esta riqueza, en nuestro pais,
factores externos han influido en la pérdida y en la conservacion del maiz nativo, por
ejemplo: la expansion e intensificacion de cambios en los cultivos por la contaminacion
con semillas genéticamente modificadas que ha surgido recientemente, causas
socioecondmicas, como la migracion de poblaciones campesinas y falta de apoyos a la
produccion.

En el maiz se ha reportado la presencia de moléculas de antocianinas en variedades de
diferentes regiones de México y del mundo tanto de no-aciladas, como aciladas,
acrecentando, en los Ultimos afios, el interés por los pigmentos antocidnicos y su
investigacion, debido no solamente al color que confieren a los productos que las
contienen sino a su probable papel en la reduccion de las enfermedades coronarias,
cancer y diabetes, efectos antiinflamatorios y mejoramiento de la agudeza visual y
comportamiento cognitivo. Por lo tanto, ademas de su papel funcional como colorantes,
las antocianinas son agentes potenciales en la obtencion de productos con valor

agregado para el consumo humano.

1.2 Objetivos

Objetivo General

o Determinar el perfii de antocianinas (cianidina-3-glucésido y pelargonidina-3-
glucdsido) de los maices criollos de la regién de Ixtenco, Estado de Tlaxcala,

México.



Objetivos particulares

* Realizar un muestreo y seleccion de maices criollos coloridos cuya distribucion de

pigmentos sobre el pericarpio sea homogénea.

» Desarrollar un sistema de elucion en cromatografia en capa fina que permita la
identificacion cualitativa del perfil de antocianinas presentes en las diferentes

variedades de maiz criollo comparandolas con otras fuentes naturales.

» Optimizar las condiciones de extraccion de antocianinas utilizando diferentes

sistemas y acidificantes.

» Determinar cuantitativamente por HPLC las antocianinas que se estudiaron en las

diferentes variedades de maiz criollo.

1.3 ALCANCES

Los resultados podran establecer el perfil cuantitativo de dos antocianinas (cianidina-3-
glucésido y pelargonidina-3-glucésido) que se encuentran en los maices coloridos del
municipio de Ixtenco.

Una vez establecido el perfil, la informacion seré de utilidad para estudios posteriores de
investigacion en el desarrollo de técnicas de extraccién y purificacion de estas moléculas,

asi como su posible aplicacion en otros campos o productos.

1.4 HIPOTESIS

El color que se observa en los maices criollos coloridos se deberdn a la presencia de

antocianinas.



Capitulo 2 Antecedentes

2.1 Color

De nuestros cinco sentidos: vista, oido, tacto, gusto y olfato, el sentido de la vista juega
un papel importante en nuestras continuas y cotidianas experiencias por el mundo que
nos rodea, desde que despertamos, durante todo el dia y hasta el suefio, nos apoyamos
en nuestros 0jos, ya sea consciente 0 inconscientemente ya que nos proporcionan
informacion del entorno: movimiento, color, textura, distancia, entre otras, que determinan
nuestras respuestas a la gran cantidad de sefales que nos llevan a aceptar o rechazar las
consecuencias de esta informacion en base a su importancia y la inmediatez de la accion
demandada. Por ejemplo, el reconocimiento de la gente, la eleccién de la ropa a usar, las
advertencias de los seméforos, la interpretacion de las condiciones meteoroldgicas, el
placer estético de ver el arte y la seleccion de nuestra alimentacion cotidiana. El color se
produce por el efecto combinado de caracteristicas fisicas, aspectos quimicos y su
percepcidn es un proceso complejo que implica fenébmenos fisicos. En su etapa inicial, la
percepcion del color es fisica, pero las etapas posteriores implican sefiales quimicas que
se transforman en las respuestas neuronales que seran interpretadas por el cerebro como
el color. Tres elementos se conjugan: la luz, el objeto y el observador. Sin embargo, la
medicion objetiva del color es de gran importancia econémica, y los esfuerzos para lograr
mediciones objetivas han involucrado a numerosos grupos de investigacion. Es en esta
esfera del conocimiento donde el color se manifiesta en respuesta de un periodo estrecho
del espectro electromagnético emitido por fuentes de luz (por ejemplo, la luz solar). La luz
en si misma no tiene color y el color no existe por si mismo, sélo existe en la mente del
espectador por lo que el color es una percepcion relativa, debido a que cuando se
describe el color de un material, la informacién adicional como por ejemplo, tipo y calidad
de la luz, los ajustes del fondo, la ubicacion y la distancia del espectador etc. Por otra
parte, el estimulo fisico mismo producird diferentes respuestas en diferentes detectores
(espectadores), por lo que el color se puede dividir en dos etapas: la primera consiste en
puros fendmenos fisicos y requiere de tres elementos: una fuente de la luz, un objeto (la
materia en general), y el detector (por ejemplo, un ojo, un diodo), que funciona en el
mismo principio como una cadmara fotografica. En la segunda etapa, un complejo proceso
se produce (no es conocido totalmente), y los receptores de los ojos transmiten la
informacion que el cerebro interpreta como color. Por lo anterior el color depende de la

luz y por consiguiente en la fuente de la que es emitida. La luz estd compuesta de



diferentes radiaciones de longitud de onda, y es el componente mas importante en
relacion a la apreciacion del color. La luz visible es una radiacién con longitudes de onda

entre 380y 750 nmy, que es una parte muy pequefia del espectro electromagnético.

50 cm d00pm  25pm  25um 10 A 1A
IR cercano

Rayos x

Radig Microondas Ray_os 0

i

780 nm 380 nm 180 nm

Figura 1 Espectro electromagnético (Delgado-Vargas, 2003)

Todos los colores percibidos por el ojo humano estan asociados con la radiacion de luz en
este rango de valores: azul-violeta (380 <A <480 nm), verde (480 <A <560 nm), amarillo
(560 <A <590 nm), de naranja (590 A <630 nm) y rojo (630 <A <750 nm) véase figura 1y 2.
En la evaluacion del color, el objeto debe ser iluminado, y en la interaccion luz-objeto
diferentes fendbmenos fisicos se observan: transmision, refraccion, absorcion, dispersion,
entre otros. En el fendbmeno de transmision, si la luz pasa a través del objeto y
esencialmente, no cambia, entonces el objeto es transparente. Un objeto sin color
transmite toda la luz con la excepcién de una pequefia cantidad que se refleja. Por otra
parte, si nada de la luz se transmite, por efecto de un proceso diferente, el objeto es
negro y se dice que es opaco. Esta claro que tenemos una amplia gama de posibilidades
entre estos extremos (Delgado-Vargas, 2003).
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Figura 2 Percepcion de color (Delgado-Vargas 2003)

2.2 Colorantes

Desde principios de la civilizacion, los productos alimenticios estan hechos para dar una
presentacion atractiva por la adicion de colorantes naturales. Los colorantes se han
convertido en una parte sensible de cualquier producto no sélo por su atractivo, sino
también, por mejorar la aceptacion por el consumidor. Un aditivo de color se define como
"un tinte, pigmento o sustancia” hecho o derivado de un vegetal, animal, mineral o de otra
fuente y que, cuando se aflade o aplica a un alimento, medicamento, cosmético o al

cuerpo humano o parte de el, es capaz de impartir un mismo color (Branen et. al. 2001).



Por lo que se puede recurrir a una tincién de alimentos en las siguientes circunstancias:

- Para restaurar la coloracién original de productos que han sufrido una pérdida por
condiciones de proceso por ejemplo, en conservas de vegetales.

- Para uniformar la coloracion de productos cuya intensidad de color varia por
circunstancias naturales como las estaciones del afo; por ejemplo, la mantequilla que
tiene un color mas amarillo en la época de los pastos verdes.

- Para remediar o intensificar productos de color mas débil que lo esperado por el
consumidor, como sucede en bebidas artificiales, helados, productos de confiteria.

En cambio, debe rechazarse toda tincion que involucra un engafio del consumidor,
enmascarando la verdadera calidad o descomposicion del alimento (Schniidt-Hebbel,
1990)

El aspecto de los alimentos es fundamental en este proceso de eleccion del hombre para
la seleccion de la comida. Nuestra eleccion de los alimentos se rige por muchos factores,
en las sociedades ricas, donde hay abundancia y variedad de alimentos, la eleccion que
se presenta en el supermercado moderno es inmensa y son capaces, en cualquier
momento, de surtir miles de articulos, muchos de estos seran diferentes en tipo, pero
otros seradn de caracter similar, aunque suministrados por una gran variedad de
fabricantes. Por lo que en cualquier supermercado o vitrina refrigerada o congelada se le
presentaran al consumidor y este a su vez comenzara un proceso de decision de lo que

compray con qué proposito, de aqui la importancia actual de los colorantes.

2.3 Biocolorantes

Los biocolorantes son como su nombre lo indica colorantes obtenidos de fuentes
bioldgicas. El término biocolorante natural indica que la fuente del color es natural o de
naturaleza idéntica por el creciente uso de biotecnologia, mientras que el término
biocolorante artificial indica que aunque el colorante se sintetiza biolégicamente, se puede
producir por reacciones quimicas sin la necesidad de la fuente natural. Ademds, un
biocolorante natural es diferente de un biocolorante artificial no s6lo por su origen, sino
también en la actividad fisiol6gica que pueden presentar ademés los subproductos y los
materiales usados para su sintesis y las impurezas son mucho més amigables para el
medio ambiente que sus homoélogos quimicos. Los pigmentos son ampliamente
distribuidos en organismos vivientes, y un gran numero de estructuras han sido
reportadas; como el grupo de las antocianinas que tienen mas que 250 estructuras

diferentes. Es comlUn en la naturaleza encontrar pigmentos con gran complejidad



estructural, lo que hace que no sea una tarea simple establecer una clasificacién universal
que cubra todos los pigmentos conocidos, especialmente una clasificacién que le permita
la anexion de los pigmentos recién descubiertos.

Plantas, animales y microorganismos son fuentes de biocolorantes naturales, pero pocos
de ellos estan disponibles en cantidades suficientes para uso comercial como colorante
de alimentos y en su mayoria son de origen vegetal. Algunos colorantes naturales
obtenidos de origen vegetal son: pigmento de remolacha roja, uvas, azafrdn. Sin embargo
en la produccidn biotecnoldgica de estos colorantes, plantas y microorganismos ofrecen
una alternativa, debido a su adecuada comprension en las técnicas de cultivo y
procesamiento. Hoy en dia, existe la produccion fermentativa de pigmentos de calidad
alimentaria disponibles en el mercado, por ejemplo, el color de Monascus sp., la
astaxantina de Dendrorhous xanthophyllomyces, color rojo de Oxalicum penicillium,
riboflavina de Gossypii ashbya, ¢-caroteno de Blakeslea trispora. También un nimero de
microorganismos producen biocolores en buena cantidad que incluyen a Serratia y
Streptomyces sp. (Chattopadhyay, 2008). Para considerar los biocolores naturales como
un colorante hay que tener en cuenta la estabilidad, el rendimiento y el precio, en su
elaboracién, que en su mayoria pueden ser restricciones, ya que la mayoria de ellos son
sensibles al pH, el calor y la luz solar. A pesar de estos factores, la biocolorantes
naturales van ganando importancia debido a su aporte en la salud, la nutricién, las
actividades de tipo farmacéuticas, la moda y la conciencia por el medio ambiente.
Ademés considerando que los colores derivados de minerales (plomo, cromatos, sulfato
de cobre) pueden causar graves problemas de salud. Por lo que, en las uUltimas décadas
los aditivos sintéticos son severamente criticados, y los consumidores muestran inhibicion
hacia estos productos, por consiguiente, prefieren utilizar productos con colorantes

naturales (Chattopadhyay, 2008).

2.4 Clasificacién de biocolorantes

La mayoria de pigmentos biologicos son agrupados en no mas de cinco clases de
estructuras:

Tetrapirroles, isoprenoides, quinonas, benzopiranos, heterociclos con nitrégeno diferentes
a tetrapirroles. Los informes cientificos han descrito aproximadamente a 34 tetrapirroles
(28 ciclicos y 6 lineales), sobre 600 carotenoides, mas de 4100 flavonoides y dentro de
este grupo poco mas de 250 antocianinas (aunque constituidas de solo 17

antocianidinas). La variabilidad tremenda de organismos sobre el mundo impide que un



grupo numeroso de pigmentos miscelaneos no se acomoden dentro de esta clasificacion.
En particular, es coman encontrar informes en el descubrimiento de pigmentos nuevos en
bacterias, hongos, e invertebrados, cuyas caracteristicas estructurales no corresponden

totalmente a un grupo o a otro (Delgado-Vargas 2003).

Tabla 1 Clasificacion de biocolorantes segln su estructura quimica (Chattopadhyay, 2008)

Estructura quimica Ejemplo
Tetrapirroles Clorofilas
Isoprenoides Carotenos
Heterociclos con nitrégeno diferentes a tetrapirroles Betalainas
Quinonas Acido carminico
Benzopiranos Antocianinas

2.4.1 Tetrapirroles (clorofila)

Las clorofilas se documentaron por primera vez por Pelletier y Caventow en un estudio
sobre el color de las hojas y méas tarde fueron aislados por Sorby en 1873. Las clorofilas
son los pigmentos de los organismos fotosintéticos, que incluyen las plantas, algas y
algunas bacterias Estos organismos producen mas de 1 x 10° toneladas por afio de
clorofila, el 75% de ellos procedentes de ambientes marinos. Asi, este pigmento verde
estd en superabundancia y ha estado en la dieta natural de los seres humanos y los
animales desde tiempos inmemoriales. Como se mencion0 anteriormente, la larga historia
de consumo de la clorofila, y derivados de la clorofila, como componente de las verduras y
frutas ha garantizado su seguridad como un componente de alimentos. Sin embargo, la
estructura de la clorofila tiene una inestabilidad intrinseca, que es el mayor inconveniente
para su aplicacién como aditivo en productos alimenticios (Socaciu 2008).

Las clorofilas son derivados de una dihidroporfirina quelada situada con un centro de
atomo de magnesio, que no contiene un anillo isociclico y es hidrofébico debido a que el
Cy de alcohol isoprenoide monoinsaturado, fitol se encuentra esterificado (figura 3). Un
gran numero de estructuras de clorofila, han sido esclarecidas y todos tienen la misma
estructura béasica con las diferencias en una o mas de las posiciones 3, 7, 8, 17, 18, y 20.
Dos clorofilas son importantes hoy como colorantes alimentarios, clorofila a y clorofila b,
estos pigmentos se obtienen de plantas de la tierra y so6lo se diferencian por un CH-3 y el

grupo-CHO, respectivamente, en el carbono 7 (figura 3y 4).
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Figura 3 Estructura de porfina (A) y porfirina (B) (Delgado-Vargas 2003)

Pequefias diferencias en las estructuras de clorofila son suficientes para producir
absorcion de longitudes de onda especificas y por lo tanto una gran variedad de tonos
verdes. Los colores van desde amarillo-verde al azul-verde, y los derivados de estas
clorofilas pueden producir naranja o, en condiciones quimicas drasticas, incluso, colores
rojos. Curiosamente, las plantas tienen sus moléculas de clorofila asociada con las
proteinas, carotenoides y tocoferoles para darles estabilidad. La retencién del color verde
brillante de frutas / verduras durante el tratamiento térmico ha sido una de las principales
preocupaciones de los procesadores de alimentos y de importancia econdémica para la
industria alimentaria, porque es bien sabido que la preferencia de los consumidores es
hacia las apariencias de frescura.

Las clorofilas se encuentran en las laminas de los organelos intercelulares de las plantas
verdes conocido como los cloroplastos. Estan asociados con los carotenoides, los lipidos
y lipoproteinas a través de enlaces débiles (no covalentes) que existen entre estas
moléculas, los enlaces se rompen facilmente, por lo tanto, las clorofilas se puede extraer
de la maceracion de tejidos vegetales en disolventes orgénicos (Delgado-Vargas 2003).

AN
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Compuesto  Mg?* R; R> o
isociclico (E)

Clorofila a + CH Fitil 1
Clorofila b + CHO Fitil 1
Clorofila a + CH Fitil 2
Clorofila b’ + CHO Fitil 2
Clorofilida a + CH H 1
Clorofilida b + CHO H 1
Feofitina a* - CH Fitil 1
Feofitina b* - CHO Fitil 1
Feoforbida a* - CH H 1
Feoforbida b* - CHO H 1

Figura 4 Férmula, sustituciéon y nomenclatura de las clorofilas (Socaciu, 2008).

Sin embargo, después de la cosecha de cultivos, las clorofilas se degradan en funcion del
material vegetal y las condiciones de procesamiento. La degradacion procede por la
oxidacion de la estructura del anillo de clorinas y en dltima instancia por la formacion de
productos incoloros y de color pardo. La degradacion de la clorofila puede ocurrir dentro
de unas horas o durante varias semanas la pérdida de la clorofila se ha reportado en los
guisantes congelados que se relaciona a la actividad de la lipoxigenasa y la peroxidacion

de grasas. Diferentes metodologias se han utilizado para preservar el color verde de las
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frutas y los vegetales tales como control de pH, sales, escaldado, tratamientos térmicos

controlados, atmosferas modificadas y la combinacion entre ellas (Delgado-Vargas, 2003).

2.4.2 Estructuras isoprénicas (carotenoides)

Los carotenoides son compuestos constituidos por ocho unidades isoprenoides (IP)
(figura 5). Las unidades isoprénicas se unen en un patrén de cabeza a cola, pero el orden
se invierte en el centro de la molécula de acuerdo con esta estructura, un sistema de
numeracion (semisistematico) ha sido asignado para el nombre de los carotenoides.

El licopeno es considerado como el primer carotenoide de color en la biosintesis de
muchos otros carotenoides naturales y lineales. Por otra parte, también es comun
encontrar carotenoides aciclicos, ciclicos, y entre otros. En consecuencia, la biosintesis
de los carotenoides implica muchas reacciones quimicas diversas para alcanzar este tipo
de estructuras.

Dos sistemas principales se han utilizado para clasificar los carotenoides (véase tabla 2):
(Delgado-Vargas, 2003).

1.- Por sus propiedades quimicas y estructura se forman dos grupos (carotenos y
xantofilas).

2.- Por su funcionalidad se agrupan en los carotenoides primarios y secundarios.

Los carotenoides son comunmente denominados con nombres triviales que a menudo son
derivados de la fuente bioldgica utilizada por primera vez para su aislamiento (por
ejemplo, B-caroteno fue originalmente aislados de zanahoria). Sin embargo, un mejor
sistema de denominacion fue desarrollado para establecer una relaciéon entre el nombre y
la estructura, en este esfuerzo, es introducida la nomenclatura semi-sistematica. En este
sistema, una molécula de carotenoides se considera como dos mitades, y se le da un
sistema de numeracion y cada compuesto se llama como un derivado del caroteno de
origen. Por otra parte, las letras griegas se utilizan para describir los grupos del final de
las estructuras ciclicas y aliciclicas. Ademas, los prefijos y sufijos se utilizan para indicar la
posicion de las de hidrogenaciones y las sustituciones de los grupos como se muestra en
las figuras 5y 6.

La actividad biologica de los carotenoides se ha asociado con la capacidad de ser

antioxidantes de in vivo e in vitro. Su actividad antioxidante depende de las condiciones
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en las que se evalla por ejemplo, si es un medio de reaccion acuoso o lipidico, por lo

tanto, la informacién en la literatura a veces parece contradictoria.

A

Ip = grupo isoprénico

Polimerizacion enzimatica
(Biosintesis de carotenos)

Licopeno Cy carotenoides (8 unidades isoprénicas)
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Figura 5 Estructura de los carotenoides y el sistema de numeracién comdn. Los
nimeros cerca de cada carbono se dan de acuerdo a la nomenclatura
semi-sistematica (Delgado-Vargas, 2003).

Los seres humanos han utilizado los carotenoides, para colores de productos alimenticios
desde hace siglos: el azafran, pimienta, hojas y aceite rojo de palma son algunos de los
pigmentos mas utilizados. Estos productos incluyen las mezclas de pigmentos y otras
sustancias a menudo no identificadas, las fuentes naturales de carotenoides han
persistido a través de los afios y nuevos se han introducido. Como se menciond
anteriormente, los carotenoides tienen actividades biolégicas muy importantes y su uso
como alimento humano y animal es comdn en la actualidad y se recomienda en gran parte
debido a sus actividades de vitamina A y antioxidante, muy importante para el
mantenimiento de la salud del cuerpo.

Pero se ha llegado a asumir que el nimero de dobles enlaces conjugados es el
parametro mas eficaz debido a que la actividad de los carotenoides aumenta a medida
que el numero de dobles enlaces conjugados aumenta en los carotenoides.

Los carotenoides son los biocolorantes de aplicacion en la industria alimentaria por la
introduccién de diferentes presentaciones de estos (por ejemplo, los preparados

coloidales, complejos con las proteinas) y han sido necesarios para su uso en grasas (por
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ejemplo, la margarina, mantequilla) o medios acuosos (por ejemplo, bebidas, conservas,

sopas).
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Figura 6 Estructuras de los grupos finales de los carotenoides y sus nombres
(Delgado-Vargas, 2003).

Tabla 2 Clasificacion de carotenoides (Delgado-Vargas, 2003)
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Criterio de clasificacion Subgrupos y | Ejemplos

caracteristicas

Por elementos Carotenos: carotenoides | a-caroteno, 3-caroteno
estructurales constituidos por carbono e
hidrogeno

Xantofilas: constituidos por | luteina,fucoxantina,
carbono, hidrogeno y oxigeno | neoxantina

adicional

Por funcionalidad Primarios: carotenoides | B-caroteno,
requeridos para el proceso de | luteina, zeaxantina
fotosintesis
Secundarios: su presencia | Carotenoides ubicados en
no esta directamente | frutos y flores a-caroteno,
relacionada con la | licopeno

supervivencia de la planta.

2.4.3 Heterociclos con nitrogeno diferentes a Tetrapirroles (Betalainas y
Betaxantinas)

Las betalainas son los derivados del acido betalamico, los nombres comunes de las
betalainas se asignan en relacion a la planta de donde se aisl6 por primera vez:
amarantina betacianinas-l de Amaranthus tricolor, betanina de Beta vulgaris, y gomfrenina
-I de Gomphrena globosa, y el miraxantina Betaxantinas de las flores de Mirabilis jalapa,
vulgaxantina | y Il de las raices de la remolacha roja (B. vulgaris), y portulaxantina de
pétalos de la Portulaca grandiflora.

Las betalainas se suelen clasificar en funcién de sus caracteristicas estructurales y por lo
tanto se dividen en dos grupos: betacianinas y betaxantinas con colores de rojo-purpura y
colores amarillos, respectivamente. Cuando la estructura basica es sustituida por un anillo
aromético, se observa un cambio en el maximo de absorcién de 540 nm (rojo-purpura
betacianinas como la betanidina) a 480 nm (amarillo betaxantinas como miraxantina-II)
Mas de 50 betalainas se han descrito, todas con la misma estructura basica, y con
cambios en sus grupos R1y R2 como se ve en la figura 7, estos pueden ser hidrégenos,
grupos aromaticos, u otros sustituyentes. Como se ha mencionado cada grupo de
pigmentos se caracteriza por tener diferentes sustituciones en el nitrégeno principal (R1-
N-R2).
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El color de las betalainas es atribuible a los dobles enlaces en

resonancia. Cuando la

estructura basica es sustituida por un ndcleo aromatico, se observa un cambio en el

maximo de absorcion de 540 nm (rojo-pUrpura betacianinas como betanidina) a 480 nm

(amarillo Betaxantinas como miraxantina-Il). Las betalainas estan presentes en las flores

o frutos y se cree que juegan un papel como atrayentes para los vectores (insectos o

pajaros) en el proceso de polinizacion y dispersion de semillas por animales, su aparicién

en otras estructuras de la planta como las hojas, tallo y raiz no es funcionalmente facil de

explicar. Sin embargo, la acumulacion de betalainas en la raiz de remolacha roja se ha

relacionado con el almacenamiento de hidratos de carbono y como una respuesta

fisiolégica en condiciones de estrés (Delgado-Vargas, 2003).

Betanidina
HO Y
+ TCOOH
HO NI
|
H |
HOOC H COOH

Miraxantina

COOH

HN COOH

Hooc” J{* "COOH

Figura 7 (A) Estructuras de resonancia de las betalainas (B) Betanidina

(C) Miraxantina (Delgado-Vargas, 2003).
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Las betalainas se han propuesto como un mecanismo de defensa, ya que se acumulan
cuando se lesionan los tejidos.

Betacianinas

Grupo sustituyente

Nombre R: R,

Betania B-glucosa H

Filocactina 6 -O-(malonil)- B-glucosa H

Lamparatina | 6 -O-p(cumaril)- B-glucosa H

amarantina 2°0O-( B-acido glucoronico)-b-glucosa H

Celosianina 2°-0O-(0O_trans-feruloil)- B-acido glucoronico)- - H
glucosa

Betaxantinas
R.O

RO

Hooc” f§° "COOH

Grupos sustituyentes

Nombre R, R,
Indicanxantina Los dos grupos juntos de prolina

Portulacaxantina-| Los dos grupos juntos de hidroxiprolina

Vulgaxantina-I H Glutamina
Vulgaxantina-II H Acido glutamico
Dopaxantina H L- DOPA

Figura 8 Ejemplos de Betalainas (Delgado-Vargas, 2003).

Las betalainas han sido utilizadas como colorantes de alimentos, al menos desde
comienzos del siglo 20. La aplicacién consistia en la utilizacién de jugo de remolacha que

contenian betanina, para mejorar el color de vino tinto. Los pigmentos de la remolacha se
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comercializan como concentrados de zumo (secado al vacio de 60 a 65% de so6lidos
totales) estos productos contenian 0,3 a 1 % de betalainas, 75 a 80% de azlcares y 10%
de proteina. El jugo de remolacha era tradicionalmente obtenido por prensado hidraulico,
donde la recuperacion de betalaina es inferior al 50%, sin embargo, este proceso ha sido
mejorado mediante el uso de enzimas durante la maceracion. Hay varios problemas que
se asocian con los extractos de remolacha roja, como la gran variabilidad de color, su
olor y sabor parecido al de la remolacha, asi como bajos rendimientos (Delgado-Vargas,
2003).

2.4.5 Quinonas (acido carminico)

Las cochinillas (Dactylopius coccus Costa) se encuentran como parasitos en las partes
aéreas de Opuntia spp. y Nopalea spp. Los colorantes de cochinilla se han utilizado desde
tiempos inmemoriales en la India, Persia y Europa. Se ha establecido que el habitat
original del insecto fue México, y aunque el tinte de la cochinilla se ha utilizado en muchos
paises no muestra las caracteristicas de calidad de la cochinilla mexicana, que fue
originalmente utilizado para colorear la ropa que muestra colores rojo brillante y no como
colorante para alimentos. Cortés present6 el pigmento de la cochinilla en Europa después
de la conquista de México en 1518, donde la cultura azteca utilizaba este pigmento. En
1561, alrededor de 65.000 kg secos de insectos fueron enviados a Espafia desde
México. La cultura de la cochinilla se ha introducido ademas a otros paises de América,
Asia y Africa. Hoy en dia, el Peru es el principal proveedor de los insectos secos, con una
produccion anual de cerca de 400 toneladas, casi el 85% de la produccién mundial,
seguido por México y las Islas Canarias.

La cochinilla hembra se separa justo antes de la puesta de huevos, momento en que los
insectos secos pueden contener hasta un 22% de &cido carminico. Los insectos son
secados y el extracto obtenido a partir de los cuerpos desecados; alrededor de 80.000 a
100.000 insectos son necesarios para producir 1 kg de colorante. Originalmente, la
extraccion del pigmento se llevd a cabo con agua caliente para obtener un producto
conocido como "extractos simples de la cochinilla." En la actualidad, la extraccion se lleva
a cabo con etanol y se obtiene una solucion de color rojo. El alcohol es eliminado, lo que
resulta en una solucion concentrada de 2 a 4% de &cido carminico que es el compuesto

colorante principal (Delgado-Vargas, 2003).
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Figura 9 Estructura del acido carminico (Socaciu, 2008).

El acido carminico es hidrosoluble, pero tiene la capacidad de reaccionar con una
variedad de metales que forman pigmentos insolubles en agua llamados carmines. En
particular, los carmines término que se utiliza en los Estados Unidos para disefiar el

calcio o calcio-laca de aluminio del acido carminico.

Tabla 3 Caracteristicas de los pigmentos de grana cochinilla (Delgado-Vargas, 2003).

Acido carminico Carmin

Soluble en agua Insoluble en agua

Estable a calor y luz Estable luz y calor

Naranja con un pH inferiora 5y mas de 8 | Una variedad de tonos se obtienen de

se convierte en color rojo azulado color amarillo-rojo a casi azul

Se utiliza solo o0 en combinacion con Se utiliza para producir cualquier tipo de

otros tintos en todo tipo de alimentos, alimento que se necesita el rojo como en

bebidas, jaleas y conservas, entre otros las carnes, salsa de tomate en conserva
de pescado, en helados, pizzas, yogures,
y surimi, entre otros

La cochinilla y sus derivados estan resurgiendo hoy como colorantes alimentarios a causa
de sus propiedades superiores tecnoldgicas (estabilidad, claridad y color deseable) y la
influencia de la tendencia natural. Las lacas carmines son més rentables como colorantes
que el acido carminico y tienen los tonos de color similares a los obtenidos con los
productos sintéticos 4R y amaranto. Ademas, la estabilidad es buena en virtud de la
exposicion a la luz, pero se reduce en presencia de calor, el pH, el aire, y la irradiacion.
Ademas, los colorantes carmin son resistentes a la oxidacion y no se ve afectado por
SO,. Las presentaciones comerciales incluyen un secado por aspersion en forma de
maltodextrina o preparados con propilenglicol, glicerina, acido citrico y citrato de sodio. En
la aplicacion de los pigmentos de la cochinilla, debe considerarse que el color carmin no
tiene una relacion directa con el contenido de acido carminico, por lo que se sugiere que
el color debe ser la herramienta para seleccionar y asignar el nivel de calidad a carmin.

La legislacion del Codex permite el uso de carmines en productos de panaderia, con el
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nivel establecido por las BPM. Los pigmentos de carmin de cochinilla se permiten como
colorantes de alimentos en los Estados Unidos y los niveles comunes estan en el rango
de 0,05 a 1,0% (Socaciu, 2008).

2.5 Benzopiranos (Antocianinas)

Antocianinas (del griego Anthos, una flor, y kyanos, azul oscuro) son flavonoides que se
encuentran cominmente en la naturaleza.

Las antocianinas son el grupo mas numeroso de pigmentos hidrosolubles extendidos en
el reino vegetal, son responsables de los colores exhibidos por muchas flores, frutas y
hojas. Estos pigmentos naturales son usualmente asociados con frutas rojas aunque

también se encuentran en verduras, raices, legumbres y cereales (Betchold, 2009).

2.5.1 Distribucién

La estructura de las antocianinas produce una gran gama de colores del rojo al azul que
estan claramente representados en flores y frutos, aunque también estan presentes en las
hojas y los érganos de almacenamiento. Las antocianinas son comunes en las plantas
superiores, pero estan ausentes en algunas plantas inferiores como las algas. En la
naturaleza, es posible encontrar plantas con un tipo principal de antocianina, esta gama
de la variabilidad también es comin en plantas utilizadas como fuente de alimento. En
general, la concentracién de antocianinas en la mayoria de las frutas y hortalizas oscila
desde 0,1 hasta 1% de peso seco (ps). La mas extendida de las antocianinas es la
cianidina ya que se encuentra en cantidades superiores a 10% de la antocianina total

contenido en 39 de 44 diferentes frutas como se observa en tablas 4 y 5.
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Tabla 4 Antocianinas encontradas en diferentes tejidos de plantas (Delgado-Paredes 2003).

Flores

Billbergia buchholtzii
Camellia japonica cvs.
Commelina communis

Portea metropolitana
Tradescantia Spp
Dahlia cultivars
Gladiolus cultivars

Frutas

Panax ginseng
Persea americana

Sambucus nigra

Olea europea
Beta vulgaris
Hojas

Alocasia spp.
Zizania aquatica
Epimedium spp.
Cichorium intybus
Ananas cosmosus

Tallo

Asterostigma riedelianum
Pinellia tripartita

Solanum scabrum spp. scabrum
Polygonum spp.

Antocianinas

Mv 3,5-diglucosido

Cy 3-glucosido

Dp 3-(6 "-p-coumaril glucosido)-5-(6""-
malonilglucosido)

Cy, Mv 3,5-diglucosides

Tricafeil Dp 3,7,3 '-triglucosido

Pg, Cy 3-(6" -malonilglucosido)-5-glucosido,
Pg,Cy 3,5-di(malonil)glucosido.

Cy, Dp, Mv, Pg, Pn, Pt 3-ramnosil-
glucosido-5-glucosidos

Pg 3-glucosido

Cy 3-galactosido, 3,5-diglucosido-p-
Coumarato.

Cy 3-glucosido-3-sambubiosido, 3
sambubiosido-5-glucosido,3,5-diglucosido,
3-xylosylglucosido, 3-rhamnosilglucosido
cvs. Dp 3-rhamnosilglucosido-7-xylosido,
Cy 3-rutinosido

Cy, Pn, Pt 3-glucosidos

Cy 3-rutinosido

Cy 3-glucosido, 3-rhanosilglucosido
Cy 3-(p-coumarilsoporosido)

Cy 3-(6 "-malonilglucosido)

Cy 3,5,3' -triglucosido, Cy, Pn 3,5-
diglucosidos

Cy 3-rutinosido, 3-glucosido

Cy 3-rutinosido

Mv, Pt glicosidos

Cy 3-glucosido, 3-galactosido, 3-
arabinosido, 3-rutinosido, 3-
arabinosilglucosido, Cy, Pn 3-
arabinosido-5 glucosidos, Mv 3,5-
diglucosido

Las antocianidinas correspondientes Cy = cianidina, Dp = delfinidina, Mv = malvidina, Pg = pelargonidina, Pn =

peonidina, y Pt = petunidina
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Tabla 5 Ocurrencia de antocianinas en algunas fuentes naturales que se utilizan como alimentos
(Delgado-Paredes, 2003)

Cebolla roja Alium cepa Cy 3-glucosido and 3-laminariobiosido,
No acilado y acilado con ester malonil
Cy 3-galactosa and 3-glucosido;
Pn 3-glucosido

Higo Ficus spp. Cy 3-glucoside, 3-rutinoside y 3,
diglucosido, Pg 3-rutinosido

Fresa Fragaria spp. Pgy Cy 3-glucosidos

Semilla Glycine maxima Cy y Dp 3-glucosidos

de soya

Papas Ipomoea batatas  Cy y Pn 3-soforosido-5-5-

moradas glucosidos acilado con esteres feruil y

cafeail

Mango Mangifera indica Pn 3-galactosido

Fruta Passiflora edulis Pg 3-diglucosido, Dp 3-glucosido

de la pasion

Ciruela Prunus domestica Cy y Pn 3-glucosidos y 3-

rutinosidos

Arandanos Vaccinium macrocarpon Cyy Pn 3-galactosidos, 3-
arabinosidos y 3-glucosidos

Uvas Vitis spp. Cy, Pn, Dp, Pty Mv mono y
diglucosidos, libres y acilados

Maiz azul Zea mays Cy, Pg y Pn 3-glucosidos y Cy 3-
galactosido, libres y acilados

Las antocianidinas correspondientes Cy = cianidina, Dp = delfinidina, Mv = malvidina, Pg = pelargonidina, Pn =
peonidina, y Pt = petunidina

2.5.2 Biosintesis

Los precursores de las antocianinas se producen por la via glucolitica (fosfoenolpiruvato)
y la via de las pentosas-fosfato / ciclo de Calvin (eritrosa-4-fosfato). Estos compuestos
son los componentes basicos del 4cido shikimico, que junto con las formas de acetato de
las formas aromaticas primarias dan lugar a la formacién de muchos compuestos

fendlicos, incluyendo a las antocianinas. Dos partes principales constituyen la ruta de
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biosintesis de antocianinas: (1) los precursores del metabolismo de fenilpropanoides
general, y (2) pasos concretos hacia la biosintesis de flavonoides En la primera parte, en
la via metabdlica del shikimato se utiliza para producir varios acidos organicos tales como
cindmico, p-cumarico, cafeico, ferulico, clorogénicos y la fenilalanina, esta a su vez se
convierte en p-coumaryl-CoA en un proceso que involucra tres enzimas: PAL, cinamato-4-
hidroxilasa (C4H), y la ligasa 4-coumaryl-CoA reductasa (4cl). La p-Coumaril-CoA es el
principal precursor de los flavonoides de la lignina y de los acidos fenilpropanoides. De
ahi, otros acidos p-cumaricos se utilizan para construir los anillos C-6-C-3 (los anillos B
arométicos y los carbonos correspondientes al anillo C) que son parte de la estructura
béasica de flavonoides. En la segunda parte, la sintasa-chalcona (CHS), que se considera
la enzima clave en la biosintesis de flavonoides (Delgado-Paredes 2003) la cual cataliza
la condensacion de tres moléculas de malonil-CoA con 4-cumaril-CoA para formar las
chalconas intermedias. Haciendo la deduccién de la ruta metabdlica, la acetil-CoA
proporcionara el anillo A y el oxigeno del anillo de pirano central a través del malonil-
CoA. Para dilucidar las etapas iniciales de la biosintesis de antocianinas, las células
indiferenciadas de perejil, maiz, boca de dragon y petunia han sido utilizadas. En el paso
siguiente, la chalcona es isomerizada a naringenina por la enzima isomerasa-chalcona
(CHI), en una reaccion estereoespecifica, la naringenina (una flavanona) es un precursor
de los flavonoides y los isoflavonoides. Siguiendo el curso de la ruta metabolica, una
mono-O-di-oxigenasa (dependiendo del tejido) se utiliza para convertir en naringenina
dihidrokaempferol (flavona), que es convertida por F3 'H y F3' 5 'H en dihidroquercetina y
dihidromiricetina, respectivamente. En la reaccion siguiente, la dihidroflavonol-4-reductasa
(DFR) cataliza la conversién de dihidrokaempferol, dihidroquercetina y dihidromiricetina en
leucoantocianidinas, en una reaccion NADPH o NAD-dependiente. Mas adelante en la
via, las leucoantocianidinas se transforman en las antocianidinas de colores, esta
reaccion implica pasos de oxidacion y algunos de deshidratacion; a la actividad
enzimética asociada en estas reacciones ha sido llamado sintasa-antocianidina (ANS).
Una vez realizadas estas reacciones las antocianidinas formadas en los pasos anteriores
se convertirdn, en antocianinas por reacciones de glicosilacién. Para esta reaccion, la
enzima mejor caracterizada es la UDP-glucosa/flavonoide-3-O-glucosil-transferasa (GT)
(Delgado-Paredes 2003). Las glicosil-transferasas son muy especificas en relacion con el

sustrato, tanto para la posicion y el azlcar a transferir.

22



Fosfoenopiruvato + eritrosa fostfato

HO COOH 4—
HO
OH
Acido galico
HO

o~

Acido caféico

o
o

Acido fertlico

HO

HO

HO HO

Acetil-Coa —» Malonil-CoA——»

E

Acido shikimico

I o
v
v

coon  fenilalanina

Acido cindmico

o, . COOH

Acido p-cumérico

p—cumaril-CoA

on  chalcona
HO OH O
G flavanonol
isoflavona CH O flavanona on
”’ [P &
_—
O Ho o G O
«— G oH
OH o]
aH OH O
flavona / oH ©
aH OH
o ) O ()
OH
OH o oH OH al-
G Flavan-3-ol
[a) o

Figura 10 Biosintesis de las antocianinas en

OH

antocianidina

maiz (Cuevas, 2008).

23



Y debido a esto, se espera que un gran namero de estas enzimas se encuentren durante
la glicosilacion. Ya ha sido reportada la caracterizacion de una glicosiltransferasa que
cataliza la transferencia de un azucar (p.ej. galactosa). En un estudio con un cultivo en
suspension de células de Daucus carota L. se ha demostrado la presencia de una
galactosa/galactosiltransferasa cianidina (GCT) y la actividad de una xilosiltransferasa,
ademés, se ha sugerido que actian en las reacciones de la secuencias de la
glicosiltransferasa otro ejemplo es la UDP-galactosa/flavonoide-3-O-glycosiltransferasa se
caracteriz6 en manzana; esta enzima cataliza la transferencia de los grupos galactosil a
cianidina, y curiosamente es relativamente alta en los cultivares amarillo y verde, lo que
indica la importancia de regulacion (Delgado-Paredes 2003). En relacion a la metilacion,
han sido propuestas como una medida tardia la participacion de flavonoides O-
metiltransferasas (MT) las cuales también tienen una alta especificidad por lo que las
metilaciones mdltiples requieren multiples enzimas. Por Ultimo, la acilacion de
antocianinas implica a las acil-transferasas que igualmente son muy especificas; estas
reacciones, en algunos casos estas preceden a las glicosilaciones. Las reacciones de
transferencia son comunes para el acido cumarico o 4cido cafeico, pero la transferencia
de acido succinico no es tan comudn. Sin embargo, una aciltransferasa, aislada de flores
de color azul de Centaurea cyanus, cataliza la transferencia de la fraccion de succinil
succinil-CoA a 3-glucosidos de cianidina y pelargonidina, pero no a 3,5-diglucosidos. Por
otra parte, esta enzima también cataliza la malonilacion a tasas similares de succinilacion
(Delgado-Paredes 2003).

2.5.3 Estructura

Quimicamente su estructura comprende dos anillos bencénicos unidos por un heterociclo
oxigenado, insaturado y cationico, el catién flaviio que deriva del nacleo  2-fenil
benzopirilio, que es complementada con uno o mas moléculas unidas a diferentes
posiciones hidroxiladas de la estructura basica. Asi, que las antocianinas son glicésidos

substituidos de sales de fenil-2-benzopirilio (antocianidinas).

Figura 11 Estructura ion flavilio (Rein, 2005). Y



La mayoria de las antocianinas en alimentos contienen una o dos unidades de
monosacéarido, comunmente en la posicion 3, algunas veces en posicion 3,5 y mas
raramente en posicion 3,7. Las mitades de azlcar estan unidas a las antocianidinas a

través de las uniones hemiacetélicas.

Antocianidinas + azlicar ——— » antocianina

Figura 12 (A) estructura de antocianidina y (B) una antocianina (Betchold, 2009)

2.5.4 Factores que afectan la estabilidad de la estructura

2.5.4.1 Glicosilacién

Como se ha mencionado, para obtener una antocianina, la antocianidina debe estar
combinada con al menos una molécula de azucar; asi las antocianinas estan también
clasificadas por el niumero de moléculas de azlcar en sus estructuras (e.g., monosidos,
biosidos, triosidos).

Se podria pensar que la diversidad de las antocianinas sea asociada con el nimero de
azlcares encontrados en la naturaleza pero las antocianinas glicosiladas estdn unidas
principalmente con glucosa, ramosa, xilosa, galactosa, arabinosa y fructosa, siendo la
glucosa la que mas se encuentra en las fuentes de antocianinas. La glicosilacion confiere
solubilidad y un cierto grado de estabilidad en estos compuestos. La estabilidad de color
de cianidina es mas alta que la de malvinidina, pero mas baja que la de malvinidina 3-
glucdsido (Rein, 2005). Ciertamente los glicosidos afectan la estabilidad, pero es el lugar
del glicosido el que influencia mayormente la estabilidad de las antocianinas. En un
estudio de isomeros de los glicosidos de pelargonidina, la glicosilacion en C-3 produjo la

antocianina mas estable sobre 5,7, y 4 (Rein, 2005).
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Otro factor que afecta la estabilidad es el tipo de unidades del glicosido en las
antocianinas. Las antocianinas del arandano rojo y agrio con galactosa fueron mas
estables que con arabinosa durante el almacenamiento. La vida media de cianidina 3-
rutinosido es 65 dias en la solucién del amortiguador de pH 2.8 a temperatura ambiente,
donde la vida media de la antocianidina correspondiente, cianidina, es de 12 horas,
también se ha reportado que las antocianinas que contienen disacaridos, por ejemplo la
que contenia el disacarido sambubiosa, fue mas estable que la antocianina con glucosa.
Esto no solo se observa en la estabilidad si no que los sustituyentes también afectan el
color percibido de las antocianinas, las antocianinas 3-glucésido han sido encontradas
mas coloridas que los que corresponden a las 3,5 y 5’ glucésido ya que el incremento en

el namero de glucosas incrementa los colores amarillos (Rein, 2005).
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Figura 13 monosacaridos y disacaridos que generalmente se encuentran
junto con las antocianinas en los alimentos (Socaciu, 2008).
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2.5.4.2 Hidoxilacion y metoxilacion

Segun el grado de hidroxilacion y metilacion que se encuentren en el anillo B, el color
dominante de la antociana se diferencia de naranja (pelargonidina) hacia el violeta
(delfinidina) esto es que sus caracteristicas crométicas son afectadas de manera
importante por el patron de sustitucion del anillo B como se ve en la figura 14.

Por ejemplo, el incremento del patréon de hidroxilacion da como resultado un cambio
batocromico es decir que la longitud de onda de absorcion se desplaza hacia longitudes
de onda més grandes o de menor energia por efecto los sustituyentes de rojo hacia un

color violeta (Escribano-Bailon et.al. 2004).

Rojo » violeta

(Pelargonidina — Cianidina —— Delfinidina)

Esto no solo se refleja en el color sino también en la estabilidad, conforme aumentan los
metoxilos la estabilidad aumenta y conforme los hidroxilos aumentan, la estabilidad
disminuye Asi, entre las antocianinas, la mas estable es malvinidina, seguido por

peonidina, petunidina, cianidina y delfinidina (Rein, 2005).

R1

O -+ AzGcar

OH

Nombre R: R,
Pelargonidina H H
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Peonidina OCH;, H
Petunidina OCH;, OH
Malvinidina OCH;, OCHs4

Figura 14 Estructura quimica de las principales antocianinas (Cuevas, 2008).
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Mas del 90 % de todas las antocianinas aisladas en la naturaleza se basan sélo en las
siguientes seis antocianidinas: Pelargonidina (plg), cianidina (cyd), peonidina (pnd),
delfinidina (dpd), petunidina (ptd), y malvidina (mvd), tal como se muestra en la figura 14

estan diferenciados por el patrén de sustitucion en el anillo B (Socaciu 2008).

2.5.4.3 pH

Las antocianinas son mas estables en un medio acido con valores bajos de pH que en
soluciones alcalinas con valores altos de pH. Sin embargo, las antocianinas son
conocidas por mostrar una gran variedad de variaciones de color en el rango de pH de 1-
14. La naturaleza ionica de antocianinas permite los cambios de la estructura en la
molécula de acuerdo con el pH predominante, lo que resulta en diversos colores y matices

en los diferentes valores de pH.

AH+

Cation flavilio

w L+ H,O =, R,

Carbinol o anhidrobase ! Chalcona

Figura 15 Las cuatro principales formas de equilibrio de antocianinas existentes en
medios acuosos (Rein, 2005).

En soluciones acuosas acidas las antocianinas existen como cuatro especies de equilibrio
principales: la base quinoidal A, el cation flavilio AH+, el B carbinol o pseudobase, y la C

chalcona. En un medio muy acido (pH 0,5) el cation flavilio rojo es la Unica especie de
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equilibrio que predomina. El aumento del pH ocasiona disminucién de la intensidad en el
color y la concentracion del cation flavilio, ya que es hidratado por atague nucleofilico de
agua, a la forma carbinol incoloro. La forma carbinol ha perdido su doble enlace
conjugado entre el anillo Ay By por lo tanto no absorbe la luz visible. También una
pérdida rapida de protones del cation flavilio tiene lugar cuando el pH es mayor y la forma
colorida quinonoidal aumenta. Cuando el pH aumenta aun mas, la forma carbinol
desaparece, a través de la apertura del anillo, y se forma la charcona amarilla menos
colorida. Las cantidades relativas de cada forma en equilibrio varian en funcién del valor
del pHy de la estructura de la antocianina.

La forma quinonoidal es la Unica especie de color existentes de pH 5, pero que existe en
un porcentaje despreciable y no afecta el color general de la solucién de forma notable
(Rein, 2005).

1
[X]
Co CH;0
@UH
| i N OCH,
050 i — Iy O-glucosyl |
A=C X= A
: /
0 — i '/
1 1 3 H & o 5 3
DH h p{KJF'KT:] PK a pH

A) Base Quinonoidal), B) o Carbinol anhidrobase; C) Chalcona

Figura 16 Distribucion de las diferentes formas de equilibrio malvinidina-3-glucésido
de acuerdo al pH +AH) catién flavilio (Rein, 2005).

La pérdida de color de antocianinas, como lo entendemos nosotros, depende del pH por
el equilibrio de las cuatro formas de antocianinas, de los cuales AH +, el cation flavilio, es
el méas estable y la mayoria de las especies son de color. El catién flavilio existe, en un
medio acido, y el equilibrio de las especies dominantes en los medios alcalinos se

degrada aun mas facil y rapido como se observa en la figura 16. La importancia del pH en
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el color de las antocianinas, se observa en la intensidad del color, en valores de pH bajo
en comparacion con el valor de pH superior. Por lo que si el pH no favorece a la forma
del i6n flavilio, se pierde el color. Hay varias maneras de afectar a la estabilidad del color
de la forma flavilio en vivo o en los productos alimenticios a valores de pH cercano a
neutro, por las diferentes interacciones que puede haber en estas matrices. El color en
una solucion alcalina puede ser revertido al cambiar el valor de pH de nuevo a acido. En
tal caso, las formas en equilibrio de las antocianinas regresan hacia la forma del i6n
flavilio y el color rojo predomina. Sin embargo, cuando se llega a la forma de chalcona y
si el valor de pH es demasiado alto y las chalconas ya se han formado, esta reviracion de

color no se puede realizar mas (Rein, 2005).

2.5.4.4 Temperatura

La estabilidad de las antocianinas también se ve afectada por las temperaturas altas
(>40°C). La tasa de degradacion de antocianinas puede aumentar durante el
procesamiento y almacenamiento de las fuentes que se utilizan como alimentos, si se
aumenta la temperatura en los valores de pH 2-4 se induce la pérdida de las mitades de
glicésido de las antocianinas, por hidrélisis del enlace glucosidico (Rein, 2005). Esto
conduce a una mayor pérdida de color de antocianinas, ya que las agliconas son mucho
menos estables que sus formas glucosidicas. Se ha postulado que la formacion de una
chalcona es el primer paso en la degradacion térmica de antocianinas. La degradacion
térmica conduce a productos marrdn, especialmente en presencia de oxigeno en donde la
degradacion térmica de antocianinas sigue una cinética de primer orden, combinando
alta temperatura, y un pH elevado la degradacion de los antocianos resulta en tres
diferentes derivados del 4cido benzoico también trihidrobenzaldehido ha sido identificado
como un producto final de la degradacion térmica de antocianinas (figura 17) ( Rein,
2005).

Pero en general, los mismos factores estructurales, que aumentan la estabilidad, también

aumentan su estabilidad térmica.
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Figura 17 La degradacion de los antocianos monoglucésido a pH 3,7 acelerada por
el calor (Rein, 2005).

2545 Luz

La luz afecta antocianinas en dos formas diferentes. La luz es esencial para la biosintesis
de antocianinas, y también acelera su degradacion. Las antocianinas conservan su color
mucho mejor cuando se mantienen en la oscuridad. La diferencia se observa en ensayos
después de 24 horas, cuando las antocianinas fueron almacenadas en la luz y en la
oscuridad a temperatura ambiente en un pH de 2,3 utilizando bebidas carbonatadas con
antocianinas de la uva perdiendo solo el 30% de antocianinas cuando se mantenian en la
oscuridad, y en la exposicion a la luz el 50% de los pigmentos se perdieron. La pérdida de
antocianinas mas vigorosa (70%) se observo bajo luz fluorescente con la temperatura de
almacenamiento ligeramente elevada, se encontr6 que los productos finales de la
degradacion inducida por la luz de las antocianinas eran los mismos que en la
degradacion térmica, sin embargo, la via cinética de la reaccién fue diferente, lo que

implica la degradacion de la excitacion del cation flavilio (Rein 2005).
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2.5.5 Oxigeno

El oxigeno amplifica el impacto de otros procesos de degradacion de antocianinas. La
presencia de oxigeno, junto con la temperatura elevada, son las combinaciones mas
perjudiciales de muchos factores probados contra el deterioro de diferentes antocianinas.
El oxigeno junto con el acido ascorbico también se encontré perjudicial para la estabilidad
de antocianinas. El oxigeno induce a inestabilidad en las antocianinas y combinado con el
pH, ya que si aumentara el pH, la degradacion de antocianinas es mayor en presencia del
oxigeno. La degradacion de las antocianinas por la luz depende del oxigeno molecular. El
efecto nocivo del oxigeno en las antocianinas puede tener lugar a través de un
mecanismo oxidativo directo y/o a través de la oxidacién indirecta, donde los
componentes oxidados de los medios de reaccién con mas antocianinas dan lugar a
productos sin color o color marrén (Rein, 2005). Las antocianinas reaccionan también con
los radicales de oxigeno, es decir, peroxi-radicales. En tales reacciones, las antocianinas
actian como antioxidantes, y por esta caracteristica de las antocianinas se consideran un

contribuyente ala salud contra las enfermedades cardiovasculares (Rein, 2005).

2.5.6 Enzimas

La inactivacion de las enzimas mejora la estabilidad de antocianinas. Las enzimas mas
comunes que degradan antocianinas son las glucosidasas, que rompen el enlace
covalente entre los residuos glicésidicos vy la aglicona de una antocianina, lo que resulta
en la degradacion de la antocianina con la formacion de la antocianidina altamente
inestable. Las peroxidasas y fenolasas, tales como las fenol-oxidasas y las polifenol-
oxidasas, ambas se encuentran de forma natural en frutas y bayas, por lo cual estas

enzimas también son comunes en la degradacién de antocianinas.

Las fenolasas pueden reaccionar directamente con antocianinas, pero la destruccion de
las antocianinas es mucho mas eficiente cuando otros compuestos fendlicos, como el
catecol y acido caftarico estdn presentes. Sin embargo, se ha demostrado por ejemplo
que no hubo degradacion con malvidina 3-glucésido por la polifenol oxidasa, sino solo en

presencia de &cido caftarico (Rein, 2005).

En la degradacién enzimatica de las antocianinas, las quinonas juegan un papel

importante. Primeramente, las enzimas oxidan a otros compuestos fendlicos en sus
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correspondientes quinonas y hasta entonces reaccionan con los antocianos que resulta
en la degradacion de antocianinas, lo que conduce a productos de condensacion marron.
Esto se ha observado en muchos estudios con los antocianos puros, al igual que
pelargonidina 3-glucoésido y cianidina 3-glucésido, con soluciones modelo de vino y con
los productos de las bayas moradas (Rein, 2005).

De todas las estructuras de las antocianinas, la estructura de carbinol es la mas
susceptible a la oxidacion enzimatica. Por lo tanto, la estructura de las antocianinas se ve
afectada por la actividad enziméatica. Por ejemplo, los glucésidos de malvidina son mas
estables que los glucdsidos delfinidina contra la polifenol oxidasa. También se ha
observado que la cianidina reacciona directamente con polifenol oxidasa, pero la

pelargonidina no reacciona en absoluto (Rein, 2005).

2.5.7 Interaccién con metales

Los complejos de metales son de poco interés para la industria alimentaria debido a la
contaminacion no deseada de los productos alimenticios por los metales, y por lo tanto,
s6lo se mencionara brevemente aqui. Las muchas variaciones de color de las flores se
deben a la formacion de complejos entre el metal (azul quelados) con las sales de flavilio
rojo como se observa en la figura 18.

Los metales mas comunes en los complejos de antocianinas son el estafio (Sn), cobre
(Cu), hierro (Fe), aluminio (Al), magnesio (Mg) y potasio (K). Las antocianinas que
Unicamente se han utilizado son cianidina, delfinidina y petunidina, que tienen mas de un

grupo hidroxilo libre en el anillo B, son capaces de quelacion de metal (Rein, 2005).
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Acido ascérbico

metal

Antocianidina (cianidina)

Figura 18 Mecanismo sugerido para la formacién del complejo metal-
antocianina-acido ascorbico (Delgado-Vargas, 2003)

2.5.8 Efecto de la concentracion

La concentracion aumentada de la antocianina promueve mayor estabilidad de color. Por
ejemplo, la estabilidad de color del jarabe de fresa fue mejorada aumentando la
concentracion de antocianinas. La concentracién total de la antocianina fue mas
importante en relacion a la estabilidad de color que los diferentes tipos de antocianinas
individuales. Por lo tanto, al aumentar el contenido de antocianinas mejora su estabilidad

a través de la auto-asociacion, factor que se explica en los siguientes puntos.

2.6 Copigmentacion

El color de las antocianinas puede ser estabilizado y mejorado por las reacciones de co-
pigmentacién, (como en las vacuolas de plantas, las antocianinas libres deben ser
incoloras en las condiciones imperantes en los pH ligeramente &cidos). Dado que las
antocianinas son, sin embargo coloridas en la naturaleza, sus formas de color deben ser
fuertemente estabilizadas por otros componentes naturales, a esto se le llama

copigmentacion y se presenta en las células de flores, frutas y bayas.
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La copigmentacion puede tener lugar a través de varias interacciones. Los mecanismos
mas importantes de copigmentacion son las interacciones intermoleculares y la formacién
de complejos intramoleculares, como se observa en la figura 19. La libre asociacion y la
formacién de complejos metélicos son también los medios posibles a través del cual se

produce copigmentacion.

Copigmentacion Complejacion con

Auto asoclacion Intermolecular metales

— LB ~M -

'-C:D _'. M
= L — I’C_" u
Copigmentacion Aglicona azlcar  copigmento acido

Intramolecular

—

Figura 19 Interacciones de copigmentacion en las antocianinas (Rein, 2005).

e—— T ]

Los fenébmenos de copigmentacion se observan como un cambio batocromico (A A-max),
es decir, el cambio de la longitud de onda de maxima absorcion (Amax), en el rango
visible hacia una mayor longitud de onda, que también se llama el efecto azulado, ya que
el color da un cambio en las antocianinas de rojo a azul a través de la copigmentacion, o
como un efecto hipercromico (AA), en la que la intensidad de un color de antocianinas (A)
es reforzada por copigmentacion. Tanto el cation flavilio y la base quinoidal desempefian
un papel en el cambio batocrémico, pero el efecto hipercrémico se logra solo con la
estabilizacion de la dltima. La figura 20 muestra el cambio en el cambio de longitud de
onda de maxima absorcion (batocromico) y en la intensidad del color (efecto
hipercromica) para cianidina 3-glucosido copigmentado con &cido rosmarinico (Maarit
Rein, 2005).

Al igual que en todas las reacciones de las antocianinas, las reacciones de
copigmentacion se ven fuertemente afectados por la temperatura, pH, las

concentraciones, los disolventes y las estructuras de moléculas (Rein, 2005).

35



527nm, abs

/.042

abs

1.0

O_D I L]
450nm &600nm

A) cianinida-3-glucosido, B) Cianinida-3-glucosido + acido rosmarinico

Figura 20 Efecto hipercrémico y cambio batocrémico (Rein, 2005)

La copigmentacion puede ser una valiosa herramienta natural para mejorar el color de los
alimentos ricos en antocianina, el color de que puede ser estabilizado y mejorado por la
adicion de extractos de plantas ricas en copigmentos. Se ha observado ya que
copigmentaciéon es mas intensa en los zumos de bayas que con las moléculas de
antocianina purificada de estos jugos (Renin, 2005) Esto indica que otros componentes
del material de jugo desempefian un papel importante en el fendémeno de

copigmentacion.

2.6.1 Copigmentos

Las moléculas llamadas copigmentos son incoloras o s6lo ligeramente coloridas, sobre
todo amarillas, color que se da naturalmente en las células reino vegetal junto con las
antocianinas. Una amplia gama de diferentes moléculas se ha encontrado para actuar
como copigmentos. Los mas comunes copigmentos son compuestos estructuralmente
relacionados como son los flavonoides, polifenoles y otros alcaloides, los aminoacidos y
acidos organicos. El grupo mas estudiado de copigmentos es el de los flavonoides, de los
cuales flavonoles y flavanoles han sido objeto de examen profundo, también los acidos
fendlicos, es decir, los &cidos hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos, ya que estos pueden

brindar una ayuda en la estabilizacion de las antocianinas.
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2.6.2 Copigmentacion intermolecular

La interaccion intermolecular es la manera mas prominente de copigmentacioén en frutas y
bayas, y los productos derivados de ellos. La copigmentacién intermolecular se define
como la interaccién entre un color (copigmento incoloro 0 no) y una antocianina, que no
se une de forma covalente a la molécula de antocianina. El enlace de hidrogeno e
interacciones hidrofébicas son los principales mecanismos de copigmentacion
intermoleculares, lo que resulta en la formacién de complejos 1:1.

Las interacciones intermoleculares pueden ocurrir con cationes como el flavilio y las
formas de base quinonoidal de la antocianina. Estas dos formas de equilibrio de color de
las antocianinas son casi planas, con electrones-mm deslocalizados, 1o que ocasiona
interacciones con copigmentos, que presenten las mismas caracteristicas estructurales,
haciendo esto que las interacciones entre el cation flaviio o base quinoidal y un
copigmento sea mucho més facil y probable. Esto resulta en un traslape de acumulacion
de las dos moléculas, lo que previene un posible ataque nucleofilico de agua en la
molécula de antocianina. La formacién de enlaces de hidrégeno entre el grupo cetona de
la forma de base-quinoidal de una antocianina y copigmentos de flavonoles se ha

sugerido como un posible medio de la formacion de complejos (Rein, 2005) (figura 21).

A) Complejo enclavado B) complejo paralelo

Figura 21 Interacciones intermoleculares (Rein 2005).
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2.6.3 Copigmentacion intramolecular

La copigmentacion intramolecular es definida como un copigmento que es parte de la
molécula de antocianina. La definicion especifica para las antocianinas es que se produjo
una acilacion covalente de la molécula de copigmento a la antocianina y la estabiliza.
Esta acilacion esta siempre unida a una molécula del glicésido de una antocianina. La
copigmentacion intramolecular es més fuerte y mas eficaz en la estabilizacion del color de
antocianinas que las copigmentaciones intermoleculares probablemente debido a los

puntos fuertes de los enlaces.

H3C0O
HO b H
H \ @x:ow \. COOH
COOH HO OCHs . .
) . Acido ferulico
DCH; Acido cafeico

Acido sinapico
HO

a
HO HO COOH O
\ COOH HO

HO

Acido cumarico " Acido galico Acido succinico
M I i |

Ho OH 433)\% HO OH

Acido malonico Acido acético A

Acido maélico

HO COOH o oH
y L0,
Acido galico Acido oxalico

Figura 22 Estructura de diferentes acilantes que participan en la copigmentacién
intramolecular (Rein, 2005).

Los residuos arométicos de los grupos acilo de una antocianina interactuan con el catién
flavilio cargado positivamente para que la reactividad del carbono C-2 y C-4 con los
reactivos nucleofilicos, por ejemplo, las moléculas de agua, se vean obstaculizadas hacia

el oxigeno del anillo A como se observa en la figura 23.
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Glucésidos acilado de pelargonidina por el acido p-cumarico

Figura 23 Ejemplo de acilacién intramolecular (Betchold, 2009)

Tanto el namero de grupos acilo, su estructura, y la posiciéon de enlace a los residuos de
los glicosidos, asi como la estructura y el numero de sacaridos contribuyen a la
copigmentacion intramolecular, ya que el efecto de la copigmentacion en las antocianinas
monoaciladas no es tan eficiente como la de las antocianinas poli-aciladas. Se cree que
en el caso de una antocianina monoacilada, uno de los lados del cromoforo esté
desprotegido y el agua es capaz de atacar a la parte no protegida de la aglicona, y sélo
una estabilizacion parcial se establece. Los residuos de glicésido son considerados como
separadores, que permiten el plegado del grupo acilo en el aglicona que tiene lugar, esto
permite la interaccién de un grupo acilo unido a un residuo glucosidico, que se encuentra
en cualquiera de las 3, 5, 7, 3' o 5-posiciones del cromo6foro de antocianina. Las
antocianinas aciladas con sustituyentes en C-7 y C-3 se ha observado que protegen
completamente la antocianina de la hidratacion, resultando en una estabilidad mayor de la
antocianina en medio ligeramente &cidos o neutros. Sin embargo, los residuos de &cido
cafeico esterificados a una unidad de glicosido en posicién 3' de delfinidina producen un
efecto de copigmentacion, pero cuando se esterifica a una unidad de glicésido en posicion
5 de la antocianidina no se da un efecto de copigmentacion significativo. En el caso de
pelargonidina 3-(cafeil) soforosido-5-glucésido, el espaciador del glicésido fue
considerado demasiado corto para permitir un contacto lo suficientemente cerca de la

mitad de acilo para proteger adecuadamente el cromoéforo (Maarit Rein 2005).
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2.7 Aspectos metodologicos para laobtencion de Antocianinas

2.7.1 Extraccion

Las antocianinas son moléculas polares y por lo tanto son mas solubles en solventes
polares que en solventes no polares. Sin embargo, es evidente que la solubilidad depende
de varios factores, incluyendo las condiciones del medio, por ejemplo con un valor de pH
en el que la molécula no este ionizada, las antocianinas pueden ser solubles en eter y
no son estables en soluciones neutras o alcalinas, por lo que los métodos convencionales
de extraccion de antocianos implican el uso de acidos en los disolventes. Los sistemas de
extraccion se han modificado para producir un mejor rendimiento, pero en algunos casos
han sido comprometidos por problemas de seguridad por las caracteristicas de los
disolventes y los acidos que se utilizan. El 4cido clorhidrico, sirve para mantener un pH
bajo que a la vez favorece la formacion de las formas de color de las antocianinas, sin
embargo, se trata de un &cido fuerte, que puede alterar la forma nativa de antocianinas,
por ejemplo, rompiendo algunas asociaciones débiles con los metales y copigmentos.
Algunas antocianinas contienen grupos alifaticos, acilo dicarboxilicos como el acido
maldnico, malico y oxalico. Estos grupos acilo son susceptibles a ser hidolizados de la
molécula de antocianina por soluciones diluidas de &cido clorhidrico, por lo que, acidos
mas débiles (por ejemplo, el &cido citrico o acido acético) se pueden utilizar en el
procedimiento de extraccion. En consecuencia, el uso de un &cido organico débil es
recomendado para la extraccion de antocianinas complejas.

Nuevas técnicas de extraccion de las muestra se han introducido para satisfacer criterios
mAas estrictos en las areas de alimentacion y la agricultura, por ejemplo, las técnicas
respetuosas del medio ambiente, no toxicas, rapidas, automatizadas y rentables. La
extraccion acelerada con disolventes (ASE) y la extraccion de liquido a presion (PLE) son
dos métodos desarrollados para la extraccion de productos quimicos de interés vy
presentan un elevado rendimiento y eficiencia en una amplia gama de muestras
botanicas, animales y biol6gicas. Las técnicas de ASE y PLE combinan disolventes a
temperaturas que van de 40 a 200 ° C y presiones 500 a 3000 psi con un gas inerte por
periodos cortos 5 a 10 min. Debido a que las antocianinas son sensibles al calor, la
velocidad de degradaciéon de antocianinas es acelerada a temperaturas superiores a 70
°C. La extraccién con fluido supercritico (SFE) es otra tecnologia de separacion moderna
que se suele utilizar para extraer los compuestos lipofilicos como el aceite de semilla de
arandano, el licopeno, cumarinas y otros aceites de semillas. Las antocianinas en general

y en particular las glicosiladas se consideraron no aptas para el SFE debido a sus
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propiedades hidrofilicas, ya que la SFE es aplicable para los analitos no polares. Sin
embargo, una pequefa cantidad de metanol se aplic6 como co-disolvente para aumentar
la polaridad de CO, en la extraccion de antocianinas del orujo de la uva. Las nuevas
aplicaciones de la SFE para la purificacion de antocianinas se han reportado para

aplicaciones cosméticas de frutas rojas (Delgado-Paredes 2003).

2.7.2 Purificacion de extractos crudos

Diferentes resinas han sido utilizadas para limpiar o pre-fraccionar antocianinas antes del
aislamiento o la caracterizacion tales como: las resinas de intercambio i6nico, de
poliamida y materiales de gel.

La cromatografia en Dowex o amberlita, resinas de intercambio i6nico y resina en polvo
de poliamida [por ejemplo, polivinil pirrolidona (PVP)], ha sido utilizada para aislar los
compuestos polares no fenolicos en los extractos de antocianina crudo y concentrado de
antocianinas. La resina GC-50 esta resina de intercambio se ha utilizado para eliminar el
azucar y el concentrado de antocianinas. La resina XAD-7 es un adsorbente polimérico,
tiene una polaridad intermedia y absorbe bien los materiales hidrofébicos del agua o
materiales hidrofilicos de los sistemas no acuosos. Su aplicacion en la recuperacion de
fenoles es util para la purificacion de antocianinas de otros compuestos que son mas
hidrofilicos o hidrofébicos. La cromatografia en columna de gel se puede utilizar para un
mayor aislamiento de las antocianinas con Sephadex LH-20. Es util para la purificacion de
las antocianinas individuales y la separacion de fenoles no poliméricos y polimeros. Los
cartuchos C-18 sep-pak se han hecho populares debido a su facilidad de uso y de alta
eficiencia para fraccionar antocianinas. En una fase acuosa, antocianinas y otros
compuestos hidrofébicos estan retenidos mientras que los compuestos més hidrofilicos
tales como acidos y azlcares pueden ser lavados con agua. El agua puede estar
ligeramente acidulada con HCI 0,01% para estabilizar las antocianinas en la resina C18.
La separacion cromatogréfica de antocianinas desempefia un papel importante en los
andlisis de los patrones de compuestos fendlicos en los extractos crudos (Delgado-
Paredes 2003).

2.7.3 Cromatografia en capa fina

La cromatografia de papel (PC) y la cromatografia de capa fina (TLC) se han utilizado

desde 1940. Preparativos PC en Whatman # 3 papel, PC analitico sobre Whatman # 1 de
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papel, y el TLC de andlisis sobre la celulosa microcristalina, gel de silice, o poliamida, se
han aplicado con una variedad de disolventes y los comportamientos de las antocianinas
han sido similares en todos los medios. La TLC de dos dimensiones permite la separacién
de varios compuestos y se ha utilizado para aclarar la composicion antocianica de los
distintos productos. Algunos de los sistemas de solventes usados con frecuencia incluyen
n-butanol, acido acético y agua (BAW, 4:01:05), n-pentanol, 4cido acético y agua (VAR,
2:1:1, Acido acético, HCI concentrado, y el agua (AHW, 25:3:72), y el 1% HCI acuoso
(agua y HCI concentrado, 97:3). En general, con sustituciones de antocianos mas
glucosidicos se tienen menores valores de Rf en disolventes como BAW y VAR, pero
mayor Rf en AHW y el 1% de HCI, mientras que la adicion de grupos acilo tiene

generalmente el efecto contrario (Delgado-Paredes 2003).

2.7.4 Cromatografia en contracorriente de alta velocidad (HSCCC)

Por lo general, los lipidos, clorofila y acidos fendlicos pueden ser separados por particion
liquido-liquido. Los lipidos y la clorofila se pueden quitar de los extractos de acetona-agua
con vapores de cloroformo mientras que los acidos fendlicos tienen una mayor afinidad
por el acetato de etilo a un pH cercano a la neutralidad. La HSCCC esté atrayendo la
atencion en base a su escala de separacion alta, 100% de recuperacion de la muestra, y
condiciones suaves de funcionamiento. Se trata de un proceso de separacion
cromatografico basado en los coeficientes de reparto de los analitos diferentes en dos
sistemas de disolventes inmiscibles (fase movil y fase estacionaria) y se ha sometido a
un campo de aceleracion centrifuga. Un sistema bifasico de disolventes compuesto de
éter metil tert-butilico, n-butanol, acetonitrilo, y agua (2:2:1:5) acidificada con &cido
trifluoroacético ha sido aplicado a las antocianinas a fraccionar. La parte superior (fase
organica), actta como la fase estacionaria y la inferior (acuosa) como fase movil. La
HSCCC se ha aplicado para obtener varias fracciones de antocianinas del vino, la col roja,
pasas de Corinto negro, los ardndanos (Vaccinium myrtillus), antocianinas aciladas, y

también aislar antocianinas individuales a partir de vino.

2.7.5 Cromatografia de liquidos de alta resolucién

El equipo de cromatografia liqguida de alta resolucién (HPLC) ha demostrado ser rapido y
sensible para el andlisis de los componentes fendlicos vegetales y es especialmente Uutil
para el analisis de los antocianos. El sistema mas popular es una columna de fase inversa

(C18), en una columna de base de silice. Sin embargo, el uso de C18 en una columna a
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base de polimero ha sido reportado por brindar una mejor resolucion, especialmente para
la separacion de mezclas complejas que contienen pigmentos antocianos acilados
(Delgado-Paredes 2003). Las columnas a base de polimero muestran también una buena
estabilidad a condiciones de funcionamiento de pH bajo. La polaridad en general y
estereoquimica de las antocianinas son los factores clave para su separacion. El orden de
elucion sera dependiente de las sustituciones o metoxilo hidroxilo del anillo pirilio, el
ndmero y naturaleza de los sustituyentes del azicar ademas de la presencia de grupos
acilantes numero y naturaleza de los mismos. En general, mas glicosilaciones o aumento
de hidroxilaciones de la antocianina incrementan la movilidad, mientras que O-
metilaciones y acilaciones aumentan el tiempo de elucién. Sin embargo, esto no es una
regla estricta, las desviaciones de este comportamiento pueden depender de la naturaleza
y la posicion de las sustituciones. Por ejemplo, los 3-rutindsidos tienen tiempos de
retencion que la correspondiente a 3-glucésidos debido a la no polaridad impartidos por el
grupo metilo de la ramosa en la posicion C6. Las tipicas fases moviles estan compuestos
de los gradientes de é&cido acético, fosforico o formico en agua-metanol o disolventes
como acetonitrilo-agua en los que las antocianinas se encuentran y pueden ser facilmente
detectado en sus longitudes maximas de absorcion (A max) (Socaciu, 2008).

Diferentes detectores estan disponibles para el monitorear la elucion de las antocianinas,
incluidos los espectrofotometros de longitud de onda monocromatica o mdltiple,
detectores de fotodiodo y méas recientemente, los espectrometros de masas. Un detector
de fila de fotodiodos analiza los datos espectrales UV-Vis de la muestra de elucién cada
pocos segundos y permite la interpretacion de los datos espectroscépicos y la deteccion
de impurezas que eluyen conjuntamente con los compuestos de interés. Las antocianinas
son por lo general detectadas con un control de estadndares conocidos efectuado a 480 a

550 nm, comparando los tiempos de retencion y el espectro UV-Vis.

2.8 Caracterizacion

2.8.1 Caracteristicas espectrales

Las diferentes agliconas tienen diferentes valores en sus longitudes maximas de
absorcion (A max) visibles que van desde 520 nm para pelargonidina a 546 de delfinidina,
y sus monoglicosidos al exhibir sus niveles A max visibles alrededor de 10 a 15 nm por
debajo. Las formas de los espectros pueden dar informacién sobre los niumeros y las
posiciones de sustituciones glucosidicos y el nimero de acilaciones. La relacion entre la

absorbancia a 440 y la absorbancia en sus longitudes maximas de absorcion visible (A
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max) es casi el doble para antocianinas con sustituciones glicosidicas en la posicién 3 en
comparacion con aquellos con sustituciones en las posiciones 3 y 5 o en la posicion 5
solamente. Sin embargo, se debe tener en cuenta que las antocianinas de pelargonidina
también tienen longitudes maximas de absorcion (A max.) maximas evidentes en los 440
nm aproximadamente. La presencia de sustituciones glucosidicas en otras posiciones, por
ejemplo, 3,7-diglicosidos, pueden ser reconocidos debido a que presentan diferentes
espectros de las de los antocianos con los patrones de sustitucion coman. La presencia
de acilaciéon del acido cinamico es revelada por la presencia de una tercera banda de
absorcion en el rango de 310 a 360 nm. La relacién de absorbencia a 310 a 360 nmy la
absorbancia en el visible Amax dara una estimacion del nimero de grupos de acilacion. Si
la proporcion es baja, no hay acilacion; si se exceden del 0,5, una o mas acilaciones han
ocurrido. Los disolventes utilizados para la determinacion del espectro afectaran a la
posicion de las bandas de absorcion y por lo tanto hay que tener en cuenta al comparar
los datos disponibles. La disponibilidad de los sistemas HPLC combinada con detectores

de fotodiodo permite la caracterizacion espectral de antocianinas.

2.8.2 Espectroscopia de Masas

El uso de andlisis espectroscopicos de masas para la caracterizacion de antocianinas ha
aumentado notablemente en los ultimos diez afios (Socaciu 2008). En la mayoria de los
informes se destaca el uso de HPLC combinado con detectores de masas (MS) o aislar
pigmentos individuales previo al analisis espectroscopico de masas.

La determinacion exacta del peso molecular es muy importante para el esclarecimiento de
las antocianinas de estructura compleja ya que los componentes pequefios con poca
absorcion UV-Vis, y que muestran débil o ninguna sefial de RMN, pueden pasarse por
alto si el peso molecular no es conocido. La espectroscopia de masas (MS) se puede
utilizar para pruebas  cualitativas y andlisis cuantitativos de las antocianinas,
diferenciando los fragmentos cargados en campos electronicos y magnéticos de acuerdo
a los coeficientes de su masa-carga. En general, la espectrometria de masas esta
compuesta por tres componentes: las fuentes de iones, el analizador de masa, y el
detector. Las técnicas de ionizacion mas utilizadas para los andlisis de antocianinas son el
bombardeo rapido de &atomos (FAB) y el de ionizaciobn por electrospray (ESI). La
espectrometria de masa tdndem (MS-MS) utiliza mé&s de un analizador de masas de
estudios estructurales y las secuencias que se han encontrado son muy Utiles para la

caracterizacion de antocianinas. Estos analizadores de masa pueden ser de tipos (triples
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o cuadripolares) o hibridos como el cuadruplo de trampa i6nica, y cuédruplo-tiempo de
vuelo- (TOF) para el analisis estructural de antocianinas.

Los patrones de fragmentacion pueden proporcionar informacion sobre las posiciones de
las sustituciones glucosidicos en una antocianina. Por ejemplo, un 3-disacéarido suele
generar un fragmento de iones de la aglicona ademas de los iones moleculares intactos
(m / z). Sin embargo, en el caso de una sustitucion de 3,5-disacérido, diferentes
fragmentos se produciran, correspondiente a la rotura de los enlaces glucosidicos a los 3
y 5 posiciones, ademas de los iones moleculares intactos (m / z) y el ion de la aglicona
(Socaciu 2008).

El acoplamiento de la cromatografia liquida en fase reversa a MS permite a las moléculas
que se caracterizan por el tiempo de retencion, la respuesta de la radiacion UV-Vis, y la
informacion espectral de masas de los componentes individuales y los fragmentos y esta

es la técnica que se empieza a utilizar con mayor frecuencia.

2.8.3 Resonancia magnética nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es el método mas poderoso
para la elucidacion estructural en solucion y los avances en las técnicas de RMN han
tenido un impacto significativo en los estudios de antocianinas. La caracterizacion
estructural completa de las antocianinas es posible con las técnicas de RMN de una y de
dos dimensiones. Sin embargo, las cantidades relativamente grandes de materiales
purificados son necesarios para la resolucion de las sefiales de protones asociados con
los azucares y las posiciones C6 y C8 del nucleo flavilio. La naturaleza de la aglicona y el
ndamero de glicosilaciones, acilantes y grupos presentes en una molécula que
normalmente se puede apreciar desde una sola dimension *H-RMN. Cuando el espectro
unidimensional es demasiado complejo, es Uutil para llevar a cabo un experimento
bidimensional para simplificar y clarificar los espectros de la magnitud de las constantes
de acoplamiento. Muchos estudios recientes de la espectroscopia de RMN se han
reportado para el esclarecimiento de la estructura de las antocianinas extraidas de
materiales de plantas que son como zanahorias, fresas, moras, flores, soya negro, y la

antocianina y los derivados de flavonoles en el vino tinto (Socaciu 2008).
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2.9 Funcidn biolégica

Se ha propuesto que las antocianinas cumplen con varias funciones en una gran
variedad de vegetales y sus interacciones con los animales. Estas incluyen la atraccion de
los polinizadores y frugivoros, asi como la repelencia de los herbivoros y parasitos. Las
propiedades 6pticas de las antocianinas pueden servir como sefales visuales al potencial
de los herbivoros, lo que indica una fuerte ingestion de productos quimicos téxicos o
desagradables. Otro ejemplo, con la coloracién es que esta puede puede servir como
un mecanismo de defensa fisiolOgica, para proteger a las semillas u hojas jovenes, sus
flores y sus frutas contra la luz ultravioleta (UV) y, por sus propiedades antioxidantes,
evitan la produccion de radicales libres (Gould-Davies 2009). Las hojas de muchas
especies muestran un color rojo bien diferenciado durante el otoiio, tales como:
Amherstia, Andira, Bombax, Brownea, Calophyllum, Cecropia, Ceiba, Cinnamomum,
Coccoloba, Diospyrus, Eugenia, Gustavia, Lophira, Mangifera, Mesua, Pachira, Persea,
Saraca, Triplaris también se encuentran altas concentraciones de antocianinas en
Acalypha y en muchas especies de las familias Araceae, Bromeliaceae, Marantaceae,
Liliaceae y Euphorbiaceae, que atraen a los polinizadores a sus flores mediante los
brillantes colores provistos por estos compuestos. En algunos &rboles, como el arce rojo
Americano (Acer rubrum) o el roble escarlata (Quercus coccinea), los flavonoles (un tipo
de flavonoide) incoloros se convierten en antocianinas rojas cuando la clorofila de sus
hojas se degrada. En otofio, cuando la clorofila se descompone, los flavonoides incoloros
se ven privados del atomo de oxigeno unido a su anillo central, lo que los convierte en
antocianinas, dando colores brillantes. Esta transformacion quimica que consiste sélo en
la pérdida de un a4tomo de oxigeno es la responsable de nuestra percepcion de los
colores del otofio. Las antocianinas que aparecen en el otofio probablemente son las que
protegen a las hojas del efecto de los rayos UV del sol (Clifford, 2000).

Las antocianinas también se han implicado en el camuflaje de las partes de las plantas en
interaccién con los fondos de donde se encuentran, en el debilitamiento de la cripsis de
insectos y en el mimetismo de las estructuras defensivas. Estas hipotesis en los Ultimos
aflos han atraido fuerte apoyo teorico y cada vez mas pruebas experimentales. Por lo
general se hace hincapié en que las antocianinas en las plantas pueden operar

simultdneamente en la defensay en las funciones fisiolégicas (Gould-Davies, 2009).
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2.10 Antocianinas como nutracéuticos.

Estudios epidemiolégicos efectuados en varios paises evidencian que el consumo de
frutos y vegetales reducen enfermedades coronarias ademas de minimizar los riesgos de
cancer, se ha descrito que algunos compuestos fendlicos de origen vegetal presentan
actividad antioxidante dentro de la célula, reduciendo la concentracion de radicales libres
y en algunos casos logran establecer grupos de quelacion con iones metalicos, siendo un
ejemplo las interacciones entre los flavonoides y antocianinas. Son cada vez mas citados
como responsables de una intensa actividad biologica en las mezclas naturales (en
comparacion con los compuestos purificados) tanto in vitro como en ensayos de actividad
bioldgica in vivo. Lo que ha provocado un consumo regular de antocianinas y otros
polifenoles en frutas, verduras y vinos. Los mecanismos involucrados de los agentes
antioxidantes establecen donacion de electrones o atomos de hidrogeno a los radicales
libres. Los agentes antioxidantes presentes en alimentos pueden reducir trombosis,
activar macrofagos e inhibir la tendencia a la peroxidacion. Entre los compuestos que han
merecido dichos estudios se encuentran las antocianinas, debido a la presencia de
sustituyentes -OH, los cuales son moléculas con alto poder antioxidante.

Como respuesta a la permanente produccion de especies reactivas de oxigeno (EROS)
que dafan estructuras bioldgicas, el organismo atenua estos efectos deletéreos por medio
de la accion de sistemas antioxidantes. Los antioxidantes aportados por la dieta
disminuyen los efectos de las EROs. Son variados los alimentos que estan constituidos
por estas sustancias y cada vez mas utilizados por las personas tanto por medio del
consumo directo de vegetales y frutas que los incluyen, como también por medio del uso
de farmacos.

Los antioxidantes son sustancias que se encuentran en pequefias concentraciones en
comparacion a un sustrato oxidable, que retrasa o inhibe significativamente la oxidacion
del sustrato y también estabiliza las EROS mediante la cesion de un H+ y las convierte en
compuestos no radicalarios. Otras definiciones hablan de antioxidante como cualquier
sustancia que, al estar presente en bajas concentraciones comparada a las de un sustrato
oxidable, previene o retarda la oxidacion de dicho sustrato y que protege a los sistemas
biologicos frente a efectos potencialmente perjudiciales tanto de procesos como
reacciones que causan excesivas oxidaciones.

Las antocianinas aun no han sido utilizados terapéuticamente, a pesar de que su historial
de seguridad es excepcional asi como los multiples reportes sobre la presencia de

antocianinas y otros flavonoides en los alimentos, sus posibles efectos y su probable
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papel en la reduccion de las enfermedades coronarias, cancer, diabetes; a sus efectos
antiinflamatorios y mejoramiento de la agudeza visual y comportamiento cognitivo y
teniendo ademas un papel funcional como colorantes, las antocianinas son agentes
potenciales en la obtencion de productos con valor agregado para el consumo humano,
por lo cual las diferentes antocianinas y flavonoides son consideradas como

nutracéuticos (Delgado-Vargas 2003).

2.11 Antocianinas como colorantes

Las antocianinas son pigmentos interesantes con respecto a sus caracteristicas
crométicas. El mas antiguo extracto de antocianinas utilizado en la industria alimentaria es
la enocianina que se obtiene del orujo de la uva roja y comercializado en Italia desde 1879
(Gould et. al 2009).

Hoy en dia las aplicaciones comerciales de las antocianinas como colorantes de
alimentos incluyen refrescos, conservas de frutas (mermeladas), productos de confiteria
de azucar (jaleas), productos lacteos (basicamente, yogures), mezclas secas (postre
acido y mezclas de polvos de bebidas) y los productos congelados (helados) y algunas
bebidas alcohdlicas. Entre estas aplicaciones, los refrescos han sido el blanco principal y
es ideal para el uso de las antocianinas como colorante. Teniendo todos los factores
anteriormente mencionados que regulan y limitan la aplicacion de las antocianinas en las
matrices de alimentos, un pH inferior a 3,5 parece ser necesario para obtener el color rojo
que se desee. Las antocianinas naturales tienen poderosas propiedades colorantes, ya
que solo pequefias dosis de antocianinas son necesarias para mostrar el color deseado
en matrices de varios alimentos (por ejemplo, 30-40 ppm para los refrescos y 20-60 ppm
para conservas de frutas). En general, los colorantes naturales tienen mayor capacidad
que los colorantes sintéticos, como se ve desde su absorcion relativa de la luz. Las
antocianinas se utilizan casi exclusivamente para ofrecer un color rojo a los productos
alimenticios, pero en algunos casos las betalainas (otro grupo de compuestos naturales)
son preferibles. Este es uno de los motivos por lo que los extractos de uva son
ampliamente utilizados como fuentes de antocianinas de colorantes naturales. Ademas,
las antocianinas pueden obtenerse facilmente en grandes cantidades a partir de uvas ya
que estos Ultimos representan aproximadamente una cuarta parte de la cosecha anual de
fruta en todo el mundo. Desde una perspectiva econdémica, algunas de las mejores
fuentes comerciales de antocianinas son aquellas de las que el pigmento es un

subproducto de algunos procesos industriales que utilicen el valor afiadido de otros
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productos, como extractos de la piel de la uva. Por esa razon, se ha prestado mas
atencion al potencial de otros residuos ricos en productos derivados, tales como las
bracteas del banano (Gould et al. 2009).

Por otra parte, las transformaciones quimicas de la obtencién de nuevos pigmentos
antocianicos con tonos de color diferente y Unico, parece rentable. Varios grupos de
investigacion estan conduciendo sus investigaciones hacia la identificacién y
caracterizacion de pigmentos de diferentes fuentes naturales, especialmente los extractos
de fruta roja, con el fin de utilizarlos como colorantes. En general, las antocianinas son
compuestos naturales de interés para ser utilizados como colorantes de alimentos, ya que
pueden mostrar una amplia gama de atractivos colores, son solubles en agua y tienen

efectos de promocion de la salud (Gould et al. 2009).

2.12 Maiz

Maiz, palabra de origen caribefio (antillas mayores) del taino mahis, que significa
literalmente «lo que sustenta la vida». El maiz, que es junto con el trigo y el arroz uno de
los cereales mas importantes del mundo, suministra elementos nutritivos a los seres
humanos y a los animales y es una materia prima basica de la industria de
transformacién, con la que se producen almidon, aceite y proteinas, bebidas alcohdlicas,
edulcorantes alimenticios y, desde hace poco, combustible. La planta tierna, empleada
como forraje, se ha utilizado con gran éxito en las industrias lacteas y carnicas y tras la
recoleccion del grano, las hojas secas y la parte superior, incluidas las flores, aun se
utilizan hoy en dia como forraje de calidad relativamente bueno para alimentar a los
rumiantes de muchos pequefios agricultores de los paises en desarrollo. Los tallos
erectos, que en algunas variedades son resistentes, se utilizan para construir cercas y
muros duraderos. Botanicamente, el maiz (Zea mays) pertenece a la familia de las
gramineas y es una planta anual alta dotada de un amplio sistema radicular fibroso. Se
trata de una especie que se reproduce por polinizacion cruzada y la flor femenina (elote,
mazorca, choclo o espiga) y la masculina (espiguilla) se hallan en distintos lugares de la
planta. Las panojas -a menudo, una por tallo- son las estructuras donde se desarrolla el
grano, en un numero variable de hileras (12 a 16), produciendo alrededor de 300 granos,
que pesan entre 190 y 300 g por cada 1 000 granos. El peso depende de las distintas
practicas genéticas, ambientales y de cultivo. El grano constituye aproximadamente el 42
por ciento del peso en seco de la planta. El maiz es a menudo de color blanco o amarillo,

aunque también hay variedades de color negro, rojo y jaspeado. Hay varios tipos de
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grano, que se distinguen por diferencias en las cantidades de los compuestos quimicos

depositados o almacenados en él.

Las variedades cultivadas fundamentalmente para alimentacion comprenden el maiz
dulce y el reventador, aunque también se usan en buena medida el maiz dentado, el
amilaceo o harinoso y el cristalino; este Ultimo también se utiliza para piensos. El maiz
normal inmaduro en la panoja es objeto de gran consumo, hervido o tostado. El maiz
harinoso es un grano con endospermo blando que se emplea mucho como alimento en
México, Guatemala y los paises andinos. El maiz de tipo dentado tiene un endospermo
calloso y vitreo a los lados y en la parte posterior del grano, en tanto que el nucleo central
es blando. El maiz de tipo cristalino posee un endospermo grueso, duro y vitreo, que

encierra un centro pequefio, granuloso y amildceo (Hoseney, 1996)

Tabla 6 clasificacion del maiz (FAO)

Reino Vegetal

Clase Angiospermo
Subclase | Monocotiledonae
Grupo Glumiflora
Orden Graminales
Familia | Gramineae
Tribu Maydeae
Genero |Zea

Especie |Zea Mays

2.12.1 Origen del maiz

El cultivo del maiz tuvo su origen, con toda probabilidad, en América Central,
especialmente en México, de donde se difundié hacia el norte hasta Canada y hacia el sur
hasta Argentina. La evidencia mas antigua de la existencia del maiz, que es de unos 7
000 afios de antigliedad, ha sido encontrada por arquedlogos en el valle de Tehuacan
(México) pero es posible que hubiese otros centros secundarios de origen en América.
Este cereal era un articulo esencial en las civilizaciones maya y azteca y tuvo un
importante papel en sus creencias religiosas, festividades y en la nutricion; ambos
pueblos incluso afirmaban que la carne y la sangre estaban formadas por maiz. La

supervivencia del maiz més antiguo y su difusion se debid a los seres humanos, quienes
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recogieron las semillas para posteriormente plantarlas. A finales del siglo XV, tras el
descubrimiento del continente americano por Cristébal Colon, el grano fue introducido en
Europa a través de Espafa. Se difundioé entonces por los lugares de clima més célido del
Mediterrdneo y posteriormente a Europa septentrional. EI maiz crece desde los 58° de
latitud norte en Canada y Rusia y hasta los 40° de latitud sur en el hemisferio meridional.
Se cultiva en regiones por debajo del nivel del mar en la llanura del Caspio y a mas de
4 000 metros de altura en los Andes peruanos (Coleccion FAO: Alimentacion y nutricion,
N°25).

Pese a la gran diversidad de sus formas, al parecer todos los tipos principales de maiz
conocidos hoy en dia, clasificados como Zea mays, eran cultivados ya por las poblaciones
autdéctonas cuando se descubrié el continente americano. Por otro lado, los indicios
recogidos mediante estudios de boténica, genética y citologia apuntan a un antecesor
comun de todos los tipos existentes de maiz. La mayoria de los investigadores creen que
este cereal se desarroll6 a partir del teosintle, cultivo anual que posiblemente sea el mas
cercano al maiz. Otros creen, en cambio, que se origind a partir de un maiz silvestre, hoy
en dia desaparecido. La tesis de la proximidad entre el teosintle y el maiz se basa en que

ambos tienen 10 cromosomas y son homologos o parcialmente homélogos.

Ha habido introgresion (retrocruzamiento reiterado) entre el teosintle y el maiz y sigue
habiéndola hoy en dia en algunas zonas de México y Guatemala donde el teosintle puede
crecer en los cultivos de maiz. Esencialmente hay dos hipoétesis sobre el origen del maiz:
la primera es que el teosintle actual es el antecesor silvestre del maiz, y/o un tipo primitivo
de teosintle es el antecesor silvestre comin del maiz y del teosintle; la segunda es que
una forma desaparecida de maiz tunicado fue el antecesor del maiz, y el teosintle fue, en

cambio, una forma mutante de dicho grano tunicado.

En cualquier caso, la mayoria de las variedades modernas del maiz proceden de material
obtenido en el sur de los Estados Unidos, México y América Central y del Sur (Coleccion

FAO: Alimentacion y nutricion, N°25).
2.12.2 Laplanta del maiz

Se puede definir la planta del maiz como un sistema metabdlico cuyo producto final es, en

lo fundamental, almidon depositado en unos 6rganos especializados: los granos.
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El desarrollo de la planta se puede dividir en dos fases fisiolégicas. En la primera, o fase
vegetativa, se desarrollan y diferencian distintos tejidos hasta que aparecen las
estructuras florales. La fase vegetativa consta de dos ciclos; en el primero se forman las
primeras hojas y el desarrollo es ascendente; en este ciclo, la produccién de materia seca
es lenta y finaliza con la diferenciacion tisular de los 6rganos de reproduccion. En el
segundo ciclo se desarrollan las hojas y los 6rganos de reproduccion; este ciclo acaba
con la emision de los estigmas. La segunda fase, también llamada fase de reproduccion,
se inicia con la fertilizacion de las estructuras femeninas que se diferenciardn en espigas y
granos. La etapa inicial de esta fase se caracteriza por el incremento de peso de las hojas
y otras partes de la flor; durante la segunda etapa, el peso de los granos aumenta con
rapidez. La planta ha desarrollado caracteristicas y diferencias morfoldgicas en la fase
vegetativa y de reproduccion como consecuencia de la evolucion, de la seleccién natural y
de la domesticaciéon. Algunos genotipos se han adaptado a zonas ecolégicas concretas,
desarrollando caracteristicas particulares, como por ejemplo la sensibilidad con respecto a
la duracion del dia y a la temperatura que limitan su adaptabilidad a zonas con diferente
latitud y altitud. Por tanto, se deben realizar programas de mejora en las zonas en que se
van a cultivar las variedades mejoradas, aunque esto no significa, empero, que se puedan
obtener caracteristicas genéticas especificas mediante retrocruzamiento. La morfologia o
arquitectura de la planta también ha sido objeto de cambios evolutivos que han dado lugar
a una gran variabilidad del nimero, la longitud y la anchura de las hojas, asi como de la
altura de las plantas, los lugares en que aparecen las mazorcas, el nimero de éstas por
planta, los ciclos de maduracion, los tipos de granos y el nimero de hileras de granos,

entre otras muchas caracteristicas (Coleccion FAO: Alimentacion y nutricion, N°25).
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Figura 24 Crecimiento de la planta de maiz (http://www.econoagro.com/)
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Esta variabilidad es de gran valor para mejorar la productividad de la planta y
determinados elementos orgénicos del grano. Los principales factores del rendimiento son
el nimero y el peso de los granos, y vienen determinados por factores genéticos
cuantitativos que se pueden seleccionar con relativa facilidad. El nimero de granos estéra
determinado por el nimero de hileras y el nimero de granos por hilera de la mazorca. El
tamafio y la forma del grano determinan su peso, asumiendo factores constantes como la
textura y la densidad de los granos. Una hectdrea de maiz produce cerca de 1,55
toneladas de residuos de tallos. En plantas de maiz secadas sobre el terreno de tres
localidades de Guatemala, el peso en seco de las plantas variaba entre 220 y 314 g con
las siguientes proporciones: 1,8% de flores secas, de 14,7% a 27,8% de tallos y de 7,4 %
a 15,9% de hojas. Las envolturas de las mazorcas representaban del 11,7% al 13%, los
carozos del 9,7% al 11,5% y el grano secado sobre el terreno del 30% al 55,9% del peso
total en seco de la planta. Estas cifras muestran la importancia del volumen de residuos
de la planta que a menudo se dejan en el terreno; pese a todo, su distribucion puede
variar, pues se sabe que cerca de la mitad de la materia seca esta constituida por grano y
la otra mitad por residuos de la planta, con exclusion de las raices (Coleccion FAO:

Alimentacioén y nutricion, N°25).
2.12.3 Estructura del grano de maiz

Los granos de maiz se desarrollan mediante la acumulacién de los productos de la
fotosintesis, la absorcion a través de las raices y el metabolismo de la planta de maiz en
la inflorescencia femenina denominada espiga. Esta estructura puede contener de 300 a |
000 granos segun el numero de hileras y el didmetro y longitud de la mazorca. El peso del

grano puede variar mucho, de aproximadamente 19 a 30 g por cada 100 granos.

El grano de maiz se denomina en botanica caridpside o cariopsis; cada grano contiene el
revestimiento de la semilla, o cubierta seminal, y la semilla, como se ve en la Figura 25y
26, en la figura se muestran también las cuatro estructuras fisicas fundamentales del
grano: el pericarpio, cascara, o salvado; el endospermo; el germen o embrion; y la
pilorriza o pedicula (tejido inerte en que se unen el grano y el carozo). Las partes
botanicas de la cariopside del maiz, son semejantes a las que se encuentran en el trigo.
El grano de maiz es de color muy variable, que se observa se deben a las antocianinas,
compuestos presentes en el pericarpio, en la capa de aleurona o en ambas estructuras
del grano puede ser de color uniforme o variado que abarca desde el blanco al pardo

obscuro o puarpura. El salvado constituye el 5-6% del grano; el germen es relativamente
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grande: un 14 % del grano aproximadamente y el resto corresponde al endospermo. A
diferencia del trigo, dentro del mismo grano de maiz se encuentra endospermo traslucido
y opaco. El endospermo traslucido es muy compacto, sin espacios aéreos , los granulos
de forma poliédrica se mantienen unidos unos a otros con una matriz protéica, estos se
han identificado como cuerpos de zeina, en el endospermo opaco los granos de almidén
son esféricos y la matriz protéica que los recubre esta exenta de cuerpos de zeina, que
suele ser llamado endospermo “blando”. Los granos de almidén de las partes opaca y
translucida del endospermo tienen forma diferente: una posible explicacién del hecho de
gue en un mismo grano se encuentren dos tipos de almidén es que durante el proceso de
desecacion natural, la proteina pierde agua y se encoje. La adherencia entre la proteina y
el almidén es suficientemente fuerte para apretar los granulos més y mas los unos contra
los otros. En esta etapa, los granulos de almidon son flexibles y, como son comprimidos
fuertemente, adquieren una forma poliédrica. Durante la desecacion, se rompen los
enlaces proteina-proteina formandose espacios aéreos intergranulares y granos de

almidon esféricos (Hoseney, 1996).
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cascara

Epidermis
Mesocarpio
Células cruzadas

Células tubulares
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Capa de aluerona

Endospermo corneo

Endospermo farinaceo

Células llenas de granulos
de almidén en matriz
proteica

Paredes celulares

escutelo

Plumula

Radicula

Figura 25 Estructura del grano de maiz corte transversal (Hoseney, 1996).
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Tabla 7 Clasificacion por tipo de maiz (Conca, 2008).

TIPOS DE MAIZ

Tipo

Caracteristicas

Uso

IAmarillo Tipo de maiz méas producido a nivel mundial Canalizado hacia alimentacioén animal
Alto contenido de carotenoides en el endospermo Preferidos por la industria refinadora de
almidén
Blanco Bajo contenido de carotenoides en el endospermo Industria alimentaria productora de harinas,

botanas y pan.

lAzul y morado

Endospermo blanco y suave con alta pigmentacion
en la aleurona

Botanas y platillos tipicos.

Bajo contenido de amilasa (<0 — 5%)

Endospermo de aspecto ceroso

Dentado Posee una hendidura en la corona de la cariépside, Alimentaciéon animal
lo que le da la forma dentada
Endospermo amarillo y suave
Cristalino Forma esférica o lagrimal sin hendidura General
Granos mas pequefios y densos que los dentados
Textura vitrea
Color blanco o amarillo
Palomero Grano pequefio Seleccionado por su poder de expansion
Textura del endospermo casi totalmente cristalina Elaboracion de palomitas
Pericarpio grueso de color amarillo o blanco
Ceroso Dentados y amarillos Industria refinadora de almidén

JAlto en amilosa

Poseen hasta 50% amilosa

No se siembran comercialmente todavia

Altamente resistentes al cocimiento

Potencialmente para ser usados para
cereales de desayuno o botanas

JAlto en lisina

Maiz mutante con endospermo suave con una
menor proporcién de prolaminas o zeinas

Contienen casi el doble de lisina y triptofano (4.3 y
0.9% respectivamente)

Mejor valor nutritivo para humanos y animales
domésticos monogastricos

Pozolero o cuzco

Granos grandes y dentados
Color blanco

Endospermo suave y harinoso

Produccién de botanas, pozole y otros
platillos tipicos
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Salvado
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2.3%
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Figura 26 Composicion del grano de maiz y sus partes anatémicas (Kulp, 2000).

2.12.4 Aplicaciones del maiz

El maiz es un grano que tiene gran cantidad y diversidad de aplicaciones alimentarias e
industriales. De particular importancia resulta su condicion de materia prima renovable. La
diversidad de aplicaciones requerira de caracteristicas especificas en la calidad de los

diferentes granos que se pueden presentar, muchas de las cuales podrian obtenerse
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mediante mejoramiento genético mediante cruzas entre las diferentes variedades que es
algo que se ha hecho en Latinoamérica y que se mantienen a traves del tiempo.

Ademads, este grano es una importante fuente de materia prima para producir almidon y
derivados, como edulcorantes, aceite, alcohol, entre otros. Estos ultimos pueden ser, y en
cierta medida ya lo estan siendo, utilizados como materia prima en la industria quimica, y
en algunos casos como reemplazo de los derivados del petréleo que a diferencia de este,
el maiz presenta ciertas ventajas ya que es un recurso renovable, los productos finales
obtenidos son biodegradables y su degradacion no altera el balance de anhidrido
carbénico atmosférico.

La calidad de uso del maiz est4d determinada principalmente por la estructura y
composicion del grano. Las diferencias en estructura y composicién dependen del cultivar
asi como de las practicas de manejo, el clima, el suelo y los métodos de cosecha y
poscosecha.

Las aplicaciones del almidon son mdiltiples. La modificacion (ya sea por tratamientos
quimicos o por mejoramiento genético) para alterar sus propiedades funcionales amplian
aun mas el campo de aplicacion. La alteracion en las proporciones relativas de amilosa y
amilopectina modifica el grado de ramificacion del almidén lo que origina variaciones en
sus propiedades funcionales y por lo tanto en su espectro de usos. El almidon puede ser
vendido como nativo o después de ser modificado por calor, productos quimicos,
enzimas, o puede ser convertido en azucares para su uso como edulcorantes o sustratos
como la fermentacion. Unos de los principales usos alimentarios para el almidon incluyen
complementos en la elaboracion de la cerveza, los productos quimicos, medicamentos y
productos farmacéuticos, los agentes de control en la viscosidad de conservas, productos
de confiteria a base de almiddn, y aplicaciones de panaderia. Los almidones se utilizan en
los alimentos como estabilizadores, espesantes, agentes de control de la viscosidad, y
gelificantes. Ademas de las aplicaciones adicionales en alimentos de los almidones de
maiz nativo y modificado, la produccion de almidén se utiliza en aplicaciones industriales
no alimentarias incluyendo adhesivos en papel, materiales de construccion,
revestimientos, calibres de productos textiles y de papel. Siendo esta una de las plantas
mas estudiadas en el mundo y el progreso continuo en el aumento de la productividad y
los avances en la utilizacion de maiz aseguran la importancia del maiz en el suministro de
alimentos, piensos y productos industriales, que son tan importantes para los niveles de
vida en los paises desarrollados. El potencial de productos de maiz para reemplazar los
que actualmente son derivados de los recursos no renovables, como petréleo y minerales,

y que poseen propiedades del medio ambiente aumentara la demanda de maiz en
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productos no alimentarios, productos industriales (plasticos, materiales de construccion,
etc.) Los avances en la fermentacion y recuperacion de producto pueden proporcionar las
bases para un crecimiento sustancial en el suministro de materias primas y
especialidades quimicas (Kulp-Ponte 2000).

La utilizacion de maiz se puede dividir entre los empleos que implica el consumo casi
directo con una preparacion minima y las relativas a una transformacién sustancial del
valor afadido. Por ejemplo, el maiz puede ser utilizado directamente por el ganado para
producir carne y productos lacteos, el principal medio de agregar valor. Usos directos del
maiz como alimento incluyen el maiz dulce, palomitas de maiz, masa nixtamalizada , y los
alimentos a base de maiz entero o tradicional de piedra de moler. Otras maneras de
utilizar maiz involucrar uno o mas niveles de procesamiento de valor agregado. Estos
incluyen las industrias de transformacion:

1% nivel los procesos de fraccionamiento, el que el maiz se separan en sus fracciones de
componentes para su uso como ingredientes en los alimentos o productos industriales de
consumo, como la molienda himeda y seca.

2% nivel los procesos de conversién, que convertir una fraccién en los ingredientes mas
valiosa o productos industriales, tales como la conversion enzimatica del almidén en
azucar o en la fermentacion del azlcar en etanol.

3% nivel procesos refabricacion, que se recombinan los productos de maiz con otros
ingredientes para producir los alimentos o productos industriales.

El aceite es un componente menor del grano de maiz, siendo su concentracion de
alrededor del 5%. Por seleccidén se consigue aumentar esa concentracion hasta mas del
20%. La composicion de 4cidos grasos determina, en gran medida, la calidad del aceite
de maiz. Las distintas proporciones de estos acidos establecen las propiedades de uso
mas adecuado del aceite, ya sea en alimentacion humana o animal. La relacion de acido
oleico a linoleico parece ser de herencia simple y la obtencién de tipos con alto asi como

bajo contenido de oleico es factible (Robutti, 2004)

Un alto nivel de acidos grasos poliinsaturados se afirma que es ventajosa para la dieta y
la salud. Un nivel bajo de &cido linolénico y altos niveles de los tocoferoles antioxidantes
naturales dan a los aceites de maiz una estabilidad inusual a la rancidez oxidativa. El alto
punto de humo y bajo punto de solidificacién hacen que los aceites de maiz sean ideales

para la coccién y como aceites para ensalada (Robutti, 2004).
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Tabla 8 Produccién nacional anual de maiz (SAGARPA 2008)

Sup. Sup. - . Valor
. Sembrada | Cosechada Produccion | Rendimiento PMR Produccion
Cultivo (Miles d
iles de
(Ha) (Ha) (Ton) (Ton/Ha) ($/Ton) Pesos)
Maiz Forrajero | 499,396.68 | 483,608.94 | 12,794,819.83 26.46 363.98 4,657,012.53
Maiz Grano | 7,942,285.23|7,344,345.64 | 24,410,278.53 3.32 2,817.04 |68,764,850.61
Maiz Grano
Semilla 1,470.00 1,470.00 11,400.00 7.76 3,185.26 36,312.00
Maiz Palomero 685 685 1,954.20 2.85 6,000.00 11,725.20
Tabla 9 Produccién anual de maiz estado de Tlaxcala (SAGARPA 2008)
Sup. Sup. - o Valor
cultivo Sembrada | Cosechada Produccion | Rendimiento PMR Produccion
(Miles de
(Ha) (Ha) (Ton) (Ton/Ha) ($/Ton) Pesos)
Maiz Grano 115,065.00 | 114,386.00 311,567.75 2.72 2,603.36| 839,164.13
Maiz Forrajero 9,030.00 9,030.00 355,577.02 39.38 398.75| 141,787.21
Tabla 10 Produccion anual de maiz municipio de Ixtenco (SAGARPA 2008)
Sup. Sup. iy - Valor
cultivo Sembrada | Cosechada Produccion | Rendimiento PMR Produccion
(Miles de
(Ha) (Ha) (Ton) (Ton/Ha) ($/Ton) Pesos)
Maiz Grano 20 20 760 38 300 228
Maiz Forrajero 1,740.00 1,740.00 5,297.25 3.04 2,800.00 14,832.30

2.13 Estado de Tlaxcala

El Estado de Tlaxcala se localiza geograficamente en la region centro-oriental de la
Republica Mexicana entre los 97°37°07"" y los 98°42°'51"" de longitud oeste y los
19°05°43"" y los 19°44°07” de latitud norte situado en las tierras altas del eje

neovolcanico, sobre la meseta de anadhuac

Colinda al norte con los estados de Hidalgo y Puebla; al este y sur con el estado de

Puebla; al oeste con los estados de Puebla, México e Hidalgo. Es el estado de la
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Federacion con menor superficie ya que su extension territorial es de 3 987.943

kilometros cuadrados, lo que representa el 0.2 por ciento del territorio nacional.

Su altitud media es de 2 230 metros sobre el nivel del mar, por lo que su clima es

templado-subhimedo, semifrio- subhimedo y frio.

Las precipitaciones medias anuales son mayores en el centro y sur, donde van de 600 a 1
200 milimetros, en tanto que en el noroeste y oriente las lluvias son menores de 500

milimetros al afio.

En la produccion agricola destacan el maiz y la cebada como principales productos; le
siguen en orden de importancia el trigo, maiz forraje, avena forraje, papa, haba, alfalfa y
otros cultivos. Las principales explotaciones pecuarias son: bovinos para la explotacion de

carne, leche y de lidia; porcinos, equinos, caprinos, aves y colmenas.

El paisaje de Tlaxcala esta compuesto de extensos llanos que se alternan con sierras y

edificios volcanicos y con lomerios formados también por rocas igneas extrusivas.

Su vegetacion es la propia de los climas frios o templados, con especies resistentes a las

bajas temperaturas, tales como el pino, el oyamel, el encino y el enebro.

En la region boscosa de la Malintzi predomina el pino, aunque también se encuentra el
encino. En las planicies, cuyos suelos son poco humedos se da el maguey y el nopal.

http://www.tlaxcala.gob.mx

2.14 Municipio de Ixtenco

El nombre del municipio proviene de la lengua nahuatl y significa en la rivera o en la orilla.
Ixtenco, deriva de los vocablos ixtli, que quiere decir ojo, superficie y tentli, que se traduce
como labio u orilla, asi como de la terminacion co, que denota lugar. Ubicado en el
Altiplano central mexicano a 2 500 metros sobre el nivel del mar, el municipio de Ixtenco
se sitla en un eje de coordenadas geogréficas entre los 19 grados 15 minutos latitud
norte y 97 grados 53 minutos longitud oeste. Localizado en el oriente del estado, el

municipio de Ixtenco colinda al norte con el municipio de Huamantla, al sur colinda con el
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municipio de Trinidad Sanchez Santos, al oriente con el estado de Puebla y, por ultimo, al

poniente con Huamantla e igualmente con Trinidad Sanchez Santos www.ixtenco.gob.mx.

Figura 27 Mapa del estado de Tlaxcala http://www.explorandomexico.com.mx

62



Etapa 11

—

CCF

l

Desarrollo de sistemas
de elucion para CCF

!

Capitulo 3 Metodologia
Diagrama General

Etapa |

Muestreo de maices criollos

|

Seleccion

v

Andlisis de las muestras

l Etapa Il

ﬁ

Molienda seca particula malla 10

l

Extraccién de pigmentos

Optimizacion de
sistemas de extraccion

A4

A

Extraccion sistemas
l propuestos

Preparacion
de control

Concentracion

A4
Semipurificacion extracto crudo

Comparacion con
fuentes de antocianinas

l

Cromatografia a escala
preparativa

l

Caracterizacion

v
Concentracion

l

Liofilizacion

l Etapa IV

|

Concentracion

l

Purificacién extracto crudo

l

Cuantificacion

l

Adecuacion de metodologia para HPLC

Comparacion de sistemas

|

Elaboracion de curva patron

l

Cuantificacion

63




3.1 Etapa |
3.1.1 Muestreo

Se recolectaron 25 variedades de maiz criollo (500 g de cada variedad) directamente con
un productor de la localidad de Ixtenco, Estado de Tlaxcala, México, las muestras fueron
recogidas de la cosecha 2009, cultivada con el método de siembra de temporal. Se eligi6
esta localidad de entre los 60 municipios que conforman el Estado de Tlaxcala debido a
que esta localidad es conocida por la variedad de granos de color que se presentan en la

region.

Figura 28. Localizacion de Ixtenco en el estado de Tlaxcala
http://www.ixtenco.gob.mx/localizacion_ixt.html

3.1.2 Seleccidén

En total se colectaron 25 variedades de maiz criollo en la localidad, de esa muestra total
se hizo una seleccion en la que se descartaron las variedades de tonos amarillos y
blancos, ya que la presencia de antocianinas en estos maices es practicamente nula. Los
granos se recolectaron poco después de la cosecha. Se les realizo una inspeccion
buscando impurezas y dafios en el grano

Posteriormente se hizo una re-seleccién utilizando 2 criterios:

1) Intensidad de color.

2) Coloracion en toda la superficie del grano.
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Estos 2 criterios se establecieron con base en que algunos maices si presentaban
coloracion, pero de poca intensidad y en tonos muy suaves, algunos otros maices
presentaban coloraciones muy intensas mas no sobre toda la superficie del grano o se
encontr6 de una manera poco homogénea, p. ej.: los maices llamados gato presentaban
coloraciones muy intensas en forma de lineas sobre el pericarpio, pero no cubrian mucha
extension del mismo (figura 32). Estos criterios se tomaron en cuenta por lo descrito en la

literatura (Cuevas, 2008 y Salinas Moreno, 2004).

Maices coloridos Maices con poca coloracién
Negro Gorrion
Rojo Matizado Meldn

Figura 29 Coloracion de los maices muestreados
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3.1.3 Preparacion de las muestras
3.1.3.1 Molienda seca

Al ser dificil el acceso a una maquina perladora, para trabajar Unicamente con el
pericarpio, se realizo una molienda seca de 200 gramos de cada maiz en licuadora
marca Oster de una velocidad, con pulsos de molido de 60 segundos, dejando reposar
otros 60 segundos entre los pulsos para evitar el calentamiento del grano , hasta llegar a
un tamafo de particula de malla 10. Estos “polvos” se etiquetaron y se almacenaron en un

ultracongelador Harris a -79°c hasta su analisis.

3.1.3.2 Extraccion de pigmentos

La extraccion se realizo colocando 50 g de cada polvo de maiz de Ixtenco asi como 2
variedades coloridas de los estados de Hidalgo y Michoacdn como controles ya que hay
estudios previos de estos tipos de maices en un matraz Erlen - Meyer de 125 ml, con 80
ml de metanol grado reactivo con 19 ml de agua destilada y 1 ml de &cido de acido
acético grado reactivo, en agitaciéon durante 24 horas a 100 r.p.m en temperatura
ambiente por triplicado en un agitador orbital Lab-line. De acuerdo con lo descrito por
Salinas et. al. 2005. Como acidificante se opto por el acido acético, ya que al utilizar un
acido méas fuerte se pueden hidrolizar algunos copigmentos intramoleculares de las
antocianinas contenidas en la mezcla de extraccion. Este extracto se concentro en un
rotavapor Buchi R-215 con control de vacio a una temperatura menor a 40 °C hasta un

volumen aproximado de 10 ml eliminando totalmente el metanol.

3.1.3.3 Semi-purificacion

El extracto se llevo a un embudo de separacion donde se agrego agua destilada y
acetato de etilo con un volumen de 20 ml aprox. para remocidn de sustancias con menor
polaridad, y se realizaron extracciones sucesivas hasta obtener la fase organica
transparente en su totalidad. Una vez finalizada esta etapa se reconcentra la fase acuosa
en rotavapor con las condiciones antes descritas a un volumen de 10 ml

aproximadamente. (Ramirez-Quifiones 2007).
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3.1.3.4 Liofilizacion

Para lograr la que sequedad total el extracto se coloco en frascos previamente pesados y
estos se colocaron en vasos para liofilizadora seguido de estos se congelaron en
ultracongelador colocandolos de manera inclinada para facilitar su manipulacién posterior
(a -80°c) con tapas de parafilm perforados con el fin de evitar migracion por efecto del
vacio y se llevaron a una liofilizadora Labconco a -80 °c y 45 x 10 mmbar de presion

hasta sequedad total, una vez hecho esto se vuelven a pesar los frascos.

3.2 Etapal ll

3.2.1Cromatografia en capa fina para la obtencién de estandares.

Al utilizar los sistemas descritos en la literatura, que se expondran mas adelante, no se
obtuvieron buenos resultados, entonces se procedié al desarrollo de un sistema de

elucion que permitiera la separacion e identificacién cualitativa de las antocianinas.
3.2.2 Desarrollo de Sistema de Cromatografia en Capa Fina

Los sistemas ya descritos en la literatura, se muestran a continuacion:
(Froehlicher et. al. 2009)

o “HFW” HCI/HCOOH/H20: 21/38/41 (v/v) placas de celulosa
e “BAW” n-BuOH/AcOH/H20 4/1/5 (viv), placas de celulosa
e “Forestal”:AcOH/ conc HCI/H20: 30/3/10 (v/v), 60% AcOH, placas de celulosa

e Tolueno/acetona/agua: 3/3/1 (v/v). placas de silica gel en aluminio.

Para el desarrollo del Sistema de Cromatografia en Capa Fina se realizaron ensayos en
soportes de silica en aluminio y en vidrio, celulosa, celulosa microcristalizada y en fase
reversa.

Se introdujeron otros solventes polares como: metanol, alcohol isoamilico y otros con
polaridad media como: el acetato de etilo, cloroformo en diferentes proporciones. Para
estos ensayos se utilizo un extracto de maiz negro a partir de 50 g de polvo obtenido

previamente, cada uno con placas de los diferentes soportes de 6 x 4 cm aprox.
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A continuacién se muestran algunos ejemplos de estos:

Tabla 11 Ejemplo de sistemas de eluciéon probados durante esta investigacion

Acetato de etilo :

Acetato de etilo

Acetato de etilo

Acetato de etilo

Acetato de etilo

Acetato de etilo :

metanol:

: metanol:

: metanol:

: metanol:

: metanol:

metanol:

agua 5:3:1viv

etanol : agua 3:3:2:1 v/v
agua 2:3:1v/v
cloroformo 3:0.5:1 viv
agua 3:0.5:0.5 v/iv

agua: cloroformo 3:1:1.0.5 v/v

Finalmente se llego a un sistema adecuado para la identificacion y la posible obtencion de

estandares el cual fue el Acetato de etilo: metanol: agua (3:2:1) al que se llamo 321 en

silica en aluminio.

3.2.3 Comparacioén con fuentes de antocianinas conocidas

Con el Sistema Adecuado de Cromatografia en Capa Fina se procediéo a hacer una

identificacion cualitativa a través de una fuente conocida de antocianina, como la ciruela,

que contiene mayoritariamente cianidina-3-glucosido (Delgado-Paredes 2003) y extractos

de maiz azul nixtamalizado, que contiene mayoritariamente cianidina-3-glucosido y

pelargonidina-3-glucosido. (Cortez-Salinas 2006), esto se realizo en una placa de silica

gel de 20 x 10 cm con los siete maices seleccionados para esta investigacion.

3.2.4 Cromatografia a escala preparativa (mg)

Se realizo una cromatografia a escala preparativa con extractos de maiz nixtamalizado,

con la finalidad de obtener estandares, aunque por dificultades ajenas al laboratorio no se

pudo realizar la caracterizacion espectroscopica.
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3.3 Etapa lll

3.3.1 Optimizacion del sistema de extraccion

Ya una vez obtenido el Sistema de Elucion para la identificacion y la posibilidad de
obtener estandares para la medicion en HPLC, se procedio a optimizar los sistemas de

extraccion, utilizando diferentes sistemas.

3.3.2 Extraccion con sistemas propuestos

Para lograrlo se utilizaron 25 g de polvo de maiz negro, se coloco en matraces Erlen

meyer de 125 ml agregando los diferentes sistemas propuestos:

Tabla 12 Sistemas propuestos para la extraccién

Metanol 100 viv
Etanol 100 viv
Agua 100 viv

Etanol:Agua 50:50 v/v
Etanol:Agua 80:20 v/v

Cada sistema se probo con un acidificante diferente al acido acético a los cuales por

cuestiones de patente llamaremos acido A, B, C y D con un 2% respecto al volumen total

3.3.3 Preparacién del control

Paralelamente se realizo una extraccion 25 g de polvo de maiz negro en matraces Erlen
meyer de 125 ml utilizando como referencia un sistema base con metanol: agua: acido
acético (80:18:2 v/v); se selecciono este maiz debido al que era con el que se contaba en
mayor cantidad. La extraccion se realizo a temperatura ambiente a 100 r.p.m durante 12
horas, una vez pasado este tiempo en agitacion se concentro en rotavapor a no mas de
40 grados centigrados hasta un volumen de entre 8-10 ml, seguido de esto se realiza la

extraccion liquido-liquido antes descrita, para su purificacion

3.3.4 Cuantificacién de antocianina total monoméricas

Para realizar la cuantificacion se preparé un buffer a pH 1 de cloruro de potasio 0.025M

ajustando con HCI y el buffer a pH 4.5 de acetato de sodio 0.4M ajustando con acido
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acético. A 200 yL de extracto se le agregaron 800 pyL de un buffer y se tomaron las
lecturas de absorbancia en el espectrofotometro.

Debido a que las antocianinas pueden estar en diferentes estructuras reversibles
cambiando su pH, también pueden tener cambios en sus espectros de absorcién, por lo
que la concentracion de antocianina monomérica se determind por el método de pH-
diferencial. Este método permite una medicion rapida y precisa de las antocianinas totales,
aun en presencia de pigmento degradado polimerizado o en presencia de cualquier otro
compuesto interferente.

Por lo tanto para determinar la concentracion de antocianinas por este método se aplica la

siguiente formula:

Concentracion de Antocianina(mgL )=[A/EL]*[1000] *[PM]*[FD] -1

Donde:
A= (A pH 1s510—A pH 1 700) - (A pH 45507 —A pH 4.5 700)

E = Absortividad molar, siendo para la cianidina-3-glucésido 26,900.

L = Longitud de la celda, cuyo valor es de 1.

PM de la antocianina de mayor concentracion en la materia prima. Se toma la cianidina-3-glucésido y su
peso molecular es de 449.2 g mol.™

Para cada muestra se hizo un barrido espectral de 400 a 700 nm y se tomaron los
valores de absorbancia maxima de 510 aproximadamente (absorbancia de la
antocianina) y 700 nm (lectura de grado de degradacién del compuesto y lectura de
correccion debido a sustancias interferentes). Este procedimiento se realiz6 tanto a pH 1
como a pH 4.5 en celdas de plastico de 1 ml. La absorbancia maxima observada se tomé
en el rango menor a 1, siendo alrededor de 0.6 el 6ptimo. Como solucion blanco se

emple6 agua destilada. Las lecturas se realizaron en un espectrofotometro GBC Cintral.
3.3.5 Comparacion de antocianina total extraida entre sistemas y con el control
Una vez que realizaron las mediciones y los calculos de antocianina total se realizo una

comparacion del promedio y de la desviacion estdndar de los sistemas propuestos con el

control.
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3.4 Etapa IV
3.4.1 Adecuacion de la metodologia para HPLC

Para la cuantificacion por HPLC, se adecuo el método propuesto por Fossen et al
(1999), modificando una de las fases moviles en lugar de acido férmico se utiliz6 acido
acético, se efectuaron diferentes ensayos con los tiempos y velocidades de flujo por las
caracteristicas de la columna que se empleo, ya que no soportaba las condiciones del
trabajo anteriormente citado. Llegando al siguiente método: un flujo de 1.2 ml/min. con un
gradiente de 60% de B hasta 100% durante 15 minutos seguido de un flujo isocratico de
100% de B durante 3 minutos y finalmente por un gradiente lineal de 100% B hasta 100%
de A durante 27 minutos. Las fases moviles de disolventes fueron A) acido acético: agua
(10:90) B) metanol: agua: acido acético (50:40:10v/v).

3.4.2 Elaboracion de curva patron y cuantificacion por HPLC

Las curvas se realizaron en un HPLC 1525 Waters con bomba binaria, desgasificador
externo y lector UV Waters 2487 Dual.

Los equipos fueron controlados con una computadora Dell con software breeze 3.0. La
columna analitica empleada fue una Thermo scientific ODS hypersil (200 x 5 mm). Se
utilizaron los estandares comerciales de pelargonidina-3-glucésido (1mg) y cianidina-3-
glucésido (1mg), (Sigma-Aldrich) con las condiciones previamente descritas. EI mismo
sistema se utiliz6 para los extractos de los diferentes maices por triplicado. Curvas en

apéndice |.

3.4.3 Cuantificaciéon

Finalmente se llevo a cabo la cuantificacién con las muestras liofilizadas en la etapa uno

de los diferentes maices en el equipo de HPLC por triplicado.
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Capitulo 4 Resultados y discusién

4.1 Seleccién

A continuacion se muestran los 7 maices seleccionados para su analisis

Maiz Negro

Maiz moradilla

Maiz Rojo Matizado

Maiz azul punta roja

Maiz violeta

Maiz Tlaxonole

72



Maiz coral

Figura 30 Maices coloridos seleccionados de la muestra total

En la figura 32 se pueden observar los diferentes tonos de color que se pueden encontrar
en estos maices, tonos que van desde los rojizos intensos hasta los suaves y tonos azul-
violaceos. Estos maices provienen de mazorcas pequefias de entre 10 y 15 centimetros
aproximadamente de plantas de 1.60 -1.70 metros en promedio, cabe aclarar que estos
maices son sembrados en pequefios solares de terrenos que son destinados por los
productores para la siembra y que son ocupados generalmente para autoconsumo mas
que para ser comercializados, con excepcion de los maices de colores azules. Una vez
cosechados se desgranan y al ser poca la produccion se almacenan en canastas de
mimbre con capacidad de entre 10 y 15 kg c/u y almacenados en silos tradicionales o
bodegas con poca luz ya que los granos pierden coloracion al estar expuestos a la luz.
Durante el muestreo se realizo una inspeccién buscando impurezas y granos dafiados las
cuales fueron satisfactorias ya que los mismos productores al desgranar van
descartando los granos dafiados, antes de almacenarlos.

Después de esta seleccidn se realizo una molienda seca a cada tipo de maiz las cuales
se etiquetaron y almacenaron en congelacion, posterior a la molienda se realizo una
extraccion al polvo de maiz negro para la obtencién de estandares en cromatografia en

capa fina y su identificacién cualitativa.
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4.2 Cromatografia en capa fina

Los resultados obtenidos por los métodos de elucién descritos no fueron satisfactorios
para la separacion de las antocianinas ya que no cumplian con una separaciéon Optima,

como se muestra en la siguiente figura:

A Fase reversa (B) BAW celulosa (C) BAW celulosa
microcristalizada

Figura 31 Cromatografia con los sistemas descritos en la literatura

En estos sistemas la falta de separaciéon de las antocianinas pudo ser debida a que la
extraccion no se realizo Unicamente con el pericarpio sino con un polvo similar a una
harina que contenia todos los componentes de los granos aceite, azucares solubles fibra
proteinas, pudiendo ser este el factor que impidiera la separacion de estas por los
métodos ya reportados.

Al obtener un nuevo sistema de elucion 321 véase metodologia seccion 3.2.2 que ofrece
buenos resultados de separacion de las antocianinas y asi poder determinar su perfil de
manera cualitativa, se procedié a realizar una cromatografia en capa fina con los
diferentes maices y fuentes conocidas de antocianinas para su identificacion cualitativa,

con la siguiente placa:
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Cianidina

l
T

Pelargonidina

123 456 7 89101112 13 14 15

1 Maiz negro 8 Violeta

2 Raspaduras de pericarpio 9 Moradilla

3 Ciruela 10 Maiz azul (Hidalgo)

4 Berenjena 11 Betabel

5 Rojo matizado 12 Maiz rojo (Michoacén)

6 Tlaxonole 13 Maiz azul (Hidalgo)

7 Azul punta roja 14 Maiz azul sin extraccion liquido-liquido

15 Maiz Nixtamalizado

Figura 32 Cromatoplaca con el sistema de elucién 321 que se desarrollo en esta
investigacion.

En la figura 32 se pueden observar dos manchas con los mismos Rf para los maices
seleccionados que coinciden con las manchas que aparecen en los carriles de la ciruela
(carril 3) que tiene como antocianina mayoritaria a la cianidina-3-glucésido (Socaciu 2008)
y el maiz nixtamalizado que segun el reporte de Cortez (2006) donde la concentracion de
antocianinas monoméricas de cianidina-3-glucdsido y pelargonidina-3-glucésido aumenta
en los extractos de maices coloridos nixtamalizados mientras que las antocianinas con
acilaciones disminuyen, esto se observo en los carriles con numero 15 ya que no

presentan estelas muy marcadas durante su elucién y la correspondencia con la mancha
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gue se observa en el carril 3 que corresponde a la ciruela que contiene mayoritariamente
cianidina-3-glucésido, lo cual nos presentaba una evidencia cualitativa de la presencia de
esta, por otra parte se observa, una coincidencia con los maices rojo de Michoacan vy
azul del estado de Hidalgo (carril 12 y 13), que se utilizaron como un comparativo ya que
como lo reporta Salinas-Hernandez 2005 existen las antocianinas pelargonidina-3-
glucésido y cianidina-3-glucésido en maices coloridos de estas regiones. Cabe
mencionar que en este mismo estudio se encuentra también la antocianina peonidina-3-
glucésido de manera significativa, por lo que se podria esperar su presencia en estos
maices pero al no tener una fuente natural diferente al maiz que pudiera servir como
comparativo o un estandar comercial no se pudo comprobar a través de la cromatografia
en capa fina. En la cromatoplaca también se incluyeron extractos de berenjena que
contiene mayoritariamente derivados acilados de la antocianina delfinidina; asi como
extractos de betabel, a manera de control y comparacion, ya que el betabel contiene
betalainas que son generalmente de color rojo y no se han encontrado antocianinas y
betalainas juntas en alguna fuente natural (PROFITOCOOP, 2008).

Una vez que se tenia el sistema de elucion se llevo a cabo una cromatoplaca preparativa
con extractos de maiz nixtamalizado, dando como resultado la separacion de las
probables antocianinas, las cuales no se pudieron caracterizar ni verificar su pureza

debido a circunstancias ajenas al control del laboratorio.

4.3 Optimizacioén del sistema de extraccion

Una vez realizada la identificacion cualitativa se realizaron cambios en los sistemas de
extraccion con la finalidad de compararlos ya que podrian mejorar la extraccion de las

antocianinas (véase metodologia 3.3.2.) y se obtuvieron los siguientes resultados :

Tabla 13 Antocianina total con acido A

Metanol | 0.890 0.791
Etanol 1 0.094 0.150
Agua Il 1.182 1.235
EtOH/H20 50:50 IV 2.215 0.244
EtOH/H20 80:20 V 0.744 1.063
Sistema control Media Desviacion estandar
metanol/agua 80:20 3.931 0.480
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Tabla 14 Antocianina total con acido B

Metanol | 0.162 0.278
Etanol I 0.278 0.162
Agua Il 6.728 0.278
EtOH/H20 50:50 IV 2.089 6.728
EtOH/H20 80:20 V 1.230 2.089
Sistema control Media Desviacion estandar
metanol/agua 80:20 3.931 0.480

En general para los &acidos A y B (tabla 13 y 14) se puede observar una baja o nula
concentracién de antocianina extraida, en comparacién con el control, esto pudo deberse
a que las caracteristicas estructurales de estos acidos pueden presentar reacciones de
formacion de complejos las cuales pueden provocar interferencia en las lecturas
espectrofotométricas. Sin embargo utilizando el sistema donde solo se emplea agua con
el acido B (tabla 14) se obtiene una buena extraccion pero con el inconveniente de que la
extraccion liquido- liquido (véase metodologia 3.1.3.3). se tiene que realizar cuatro o
cinco veces a diferencia de los otros sistemas en los que solo se realiza maximo tres
veces lo que lo vuelve una desventaja por el aumento en el uso del disolvente de la

extraccion liquida.

Tabla 15 Antocianina total con acido C

Metanol | 4.595 3.013
Etanol 1 1.856 0.773
Agua I 1.418 0.320
EtOH/H20 50:50 IV 2.736 0.976
EtOH/H20 80:20 V 7.251 1.661
Sistema control Media Desviacion estandar
metanol/agua 80:20 3.931 0.480

En el caso del acido C con el sistema V se obtuvo un buen resultado comparado con el
control, el Unico inconveniente es que tiene una desviacién estandar mayor a uno por lo
gue su variabilidad es mayor que la del control, que es menor a 0.5, aunque tomando en
cuenta esta desviacion los valores siguen siendo mayores que la del control. Contrario de

lo que sucede con el sistema | que aunque supera la cantidad de antocianina extraida
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tiene una variabilidad muy grande al tener una desviacion estandar mayor a 3, lo que
representa poca reproducibilidad en el extracto total, que se pudo deber a las
interacciones de copigmentacién y complejacion que se pudieron presentar con este

acido y el disolvente

Tabla 16 Antocianina total con acido D

Metanol | 2.522 0.119
Etanol 1 0.833 0.520
Agua Il 1.563 1.150
EtOH/H20 50:50 IV 2.045 1.866
EtOH/H20 80:20 V 2.661 0.900
Sistema control Media Desviacion estandar
metanol/agua 80:20 3.931 0.480

En el caso del acido D podemos ver que la cantidad de antocianina total extraida no logra
superar al control en ninguno de los casos.

Otro dato notable es que para los sistemas donde solo se empleo agua para las
extracciones, en todos los casos se encontré la misma complicacion al realizar la
purificacion tres o hasta cuatro veces en esta parte del proceso.

Haciendo la comparacion con algunos reportes como el de Ruiz torres et al.2008 donde
de un total de 38 muestras de maices coloridos obtuvo en promedio 4 mg/kg de harina,
mientras que Lopez-Garcia (2009) reportan hasta un total de 2050 mg/100g de
antocianina en harinas de maices de color y Cortez et al (2006) reportan un contenido de
antocianina total de 27.17 mg/ de harina de maiz azul.

Los resultados obtenidos de los estudios citados presentan diferencias metodoldgicas
tales como el tiempo de extraccion de 24 hrs mientras que las extracciones que se
realizaron en esta parte del estudio fueron de 12 hrs, ademas otra variable es la
separacion de componentes de menor polaridad con extracciones liquido-liquido que no
se mencionan en los trabajos citados anteriormente ya que algunos flavonoides participan
en el efecto batocromico por copigmentaciénes intermoleculares las cuales son
interacciones hidrofébicas que pueden estar sucediendo en el medio ya que el método se
realiza en un medio acuoso, por lo que la remocion de algunos de estos que son de baja
polaridad y por lo tanto son removibles con el acetato de etilo pueden estar afectando los

resultados , ademas de la buena o mala homogenizacién de las muestras, estos factores
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pudieron haber contribuido a la diferencia de los valores entre este estudio y los

mencionados ya que algunos valores o son muy altos o son muy bajos.

4.4 Cuantificacion por HPLC

Para la cuantificacion se realizaron 2 curvas patrén con estdndares comerciales (vease
anexo 1)
A continuacion se presentan los cromatogramas de cada uno de los maices y la

concentracion de las antocianinas estudiadas.

(1) pelargonidina-3-glucésido (2) cianidina-3-glucésido (3) probable peonidina-3-glucésido
Maiz mg pelargonidina /100 g harina mg de cianidina / 100 g harina

azul punta roja 0.78 3.36

Figura 33 Cromatograma y concentracién de antocianinas en el maiz azul de punta roja

Al hacer una comparacién con lo publicado por Fossen (2001) en el caso de estos
maices se pueden identificar las antocianinas por el orden de elucion: pelargonidina-3-
glucdsido cianidina-3-glucésido y peonidina-3-glucosido (no cuantificada), la presencia de
esta ultima se asume por los estudios de Escribano (2004) de maices coloridos, ademas
de los colores que puede presentar ésta antocianina, (azul morados tenues) ya que como
se menciono previamente la coloracion de las antocianinas cambia conforme cambia el
patron de sustitucion en el anillo B y solo se ha reportado la presencia de la antocianina
malvinidina que por su sustitucién presenta coloraciones azul-moradas intensas o alguno
de sus derivados, en muy baja concentracion en maiz de acuerdo con lo publicado por
Salinas-Moreno (2003) lo que hace mas probable la presencia de la antocianina
peonidina-3-glucosido, pero debido a que no se pudo contar con un estandar de esta

antocianina no se pudo verificar con absoluta certeza.
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IS

(1) pelargonidina-3-glucésido (2) cianidina-3-glucésido (3) probable peonidina-3-glucosido

Maiz mg pelargonidina /100 g harina mg de cianidina / 100 g harina
violeta 1.48 4.23

Figura 34 Cromatograma y concentracién de antocianinas en el maiz Violeta

(1) pelargonidina-3-glucésido (2) cianidina-3-glucésido (3) probable peonidina-3-glucosido

Maiz mg pelargonidina /100 g harina mg de cianidina / 100 g harina

tlaxonole 0.23 6.11

Figura 35 Cromatograma y concentraciéon de antocianinas en el maiz Tlaxonole
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(1) pelargonidina-3-glucésido (2) cianidina-3-glucésido (3) probable peonidina-3-glucosido

Maiz mg pelargonidina /100 g harina mg de cianidina / 100 g harina
moradilla 0.36 1.03

Figura 36 Cromatograma y concentracién de antocianinas en el maiz Moradilla

Como se observa en los cromatogramas las antocianinas tienen Rf muy cercanos entre
las antocianinas aciladas y las no aciladas (lo que hace dificil su separacion por otros
métodos cromatograficos), que por lo general eluye la antocianina sin acilar seguida de
sus derivados monoaciladas con acido maldnico (copigmentacion intramolecular) por lo
general en la posicion 6 del azlcar y estas a su vez seguidas por las diaciladas también
con acido malonico tanto en las posiciones 3y 6 del azticar de acuerdo a los reportes de
Salinas Moreno (2005) y Fossen (2001). Este patron se puede observar en las figuras de
la 33 al 36 de los diferentes maices, por los picos que aparecen inmediatamente a las
antocianinas de las cuales se tenian estandares comerciales, siendo el maiz violeta y el
moradilla los que tuvieron la mayor presencia de la probable cianidina acetilada la cual es
de importancia aplicativa debido a las coloraciones rojas que presenta.

La antocianina que se observa en mayor cantidad de las dos en estudio fue la cianidina-3-
glucésido como se reportan en el estudio antes mencionado asi como también lo reporta
Escribano (2004) donde obtiene una abundancia relativa de 54%, Aoki 2002 donde se
reporto como abundancia relativa de 73,3 % de sus derivados, seguida de los derivados
de peonidina y en tercer lugar los de pelargonidina. Esta tendencia se puede observar en
los valores de la concentracion en cada una de estos maices. La pelargonidina-3-
glucdsido al ser la antocianina con menos estabilidad pudo haberse destruido durante el
proceso de obtencion de los extractos por lo que observamos valores muy pequefos de

concentracion de esta antocianina.
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(1) pelargonidina-3-glucésido (2) cianidina-3-glucésido (3) probable peonidina-3-glucosido
Maiz mg pelargonidina /100 g harina mg de cianidina / 100 g harina
Negro 2.70 98.51

Figura 37 Cromatograma y concentracion de antocianinas en el maiz Negro

En el caso del maiz negro (figura 37) se muestra una mayor cantidad de las antocianinas
cianidina-3-glucésido y pelargonidina-3-glucésido comparado con los otros maices y por
la cercania del pico casi inmediato de la cianidina-3-glucosido, siendo otra caracteristica

notable la poca concentracién de peonidina-3-glucésido.

T T 3 - T Y = T Y T = - - T ] = T - Y T 0 O T T = 0 T

(1) pelargonidina-3-glucésido (2) cianidina-3-glucésido (3) probable peonidina-3-glucosido

Maiz mg pelargonidina /100 g harina mg de cianidina / 100 g harina
rojo
matizado 0.10 0.24

Figura 38 Cromatograma y concentracién de antocianinas en el maiz Rojo Matizado
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mg. pelargonidina /100 g|mg. de cianidina / 100 g
Maiz harina harina
coral 0 0

Figura 39 Cromatograma y concentracién de antocianinas en el maiz coral

En el caso de el maiz rojo matizado se puede observar que la cantidad de antocianinas se
encuentra a nivel de trazas (figura 38), donde se observa una minima concentracion de
las antocianinas estudiadas, lo que sugiere que el color de este maiz puede estar
proporcionado en conjunto por copigmentacién con otro tipo de moléculas coloridas, como
los flavonoides observando también el caso del maiz coral donde a pesar de tener una
coloracion roja sobre el pericarpio no contiene antocianinas, dado que las sefiales que se
observa son en el nivel de ruido del equipo y no tienen ninguna correspondencia con los
Rf de las antocianinas que se observa en los demas maices. Y en el caso del maiz coral
(figura 39) no se observa la presencia de antocianinas. Esto puede ser debido a la
presencia de carotenoides, ya que estos también pueden presentar coloraciones rojizas,
por lo que podrian estar presentes en maiz de acuerdo a lo publicado por Rodriguez.
(1999) y Espinoza (2006), ademas tomando en cuenta la presencia de otro tipo de
flavonoides presentes en maiz, ya que el método utilizado para la cuantificaciéon por

HPLC es especifico para antocianinas.
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Tabla 17 Concentracién de pealgonidina-3-glucésido y cianidina-3-glucésido de los maices

estudiados.
Maiz mg pelargonidina /100 g harina mg de cianidina / 100 g harina
azul punta roja 0.78 3.36
violeta 1.48 4.23
tlaxonole 0.23 6.11
moradilla 0.36 1.03
negro 2.7 98.51
rojo matizado 0.1 0.24
coral 0 0

La baja cantidad de la antocianina pelargonidina-3-glucésido puede deberse a que el
proceso de extraccion no se llevo a cabo en obscuridad, ni en ausencia de oxigeno lo cual
pudo haber destruido la antocianina, ya que como se ha mencionado en los capitulos
anteriores, estos dos factores pudieron haber destruido a esta antocianina, ya que al ser
la antocianina mas sencilla de todas, su estabilidad es menor comparada con la de la
cianidina-3-glucdsido. Como se observa en la tabla 17 la antocianina mas abundante de
las dos antocianinas en estudio fue la cianidina-3-glucdésido, siendo el maiz negro el que
tuvo la mayor concentracion de esta, por lo que este maiz puede significar una fuente
importante de esta antocianina. Como lo describe Salinas (2005) solo se necesita un mg
de antocianina para colorear 100g de yogurt de manera parecida a la de los colorantes
sintéticos, asi como una mezcla de estos extractos puede mejorar aun mas la
colororacién de productos de pH medio como el yogurt. Por lo cual ademéas de su poder

de coloracién estas moléculas tienen el valor de actuar como antioxidantes.
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Capitulo 5 Conclusiones

De acuerdo con los objetivos planteados, se obtuvo una seleccion de maices criollos
coloridos, del la localidad de Ixtenco, Edo. de Tlaxcala, México. Dicha seleccién cumplia
con las caracteristicas necesarias que se buscaban para llevar a cabo este andlisis.

Se desarrollo un sistema de elucion para cromatografia en capa fina no reportado en la
literatura que permite observar la complejidad del perfil de antocianinas de una manera
cualitativa. Asi mismo sienta la base para un sistema de elucién que permitird en el futuro
la obtencion de antocianinas que no sea a través de cromatografia de liquidos de alta
resolucion de forma preparativa.

Utilizando el sistema de elucién desarrollado (sistema 321) se pudieron comparar los
diferentes maices criollos coloridos con otras fuentes naturales que contienen las
antocianinas pelargonidina-3-glucésido y cianidina-3-glucosido, para su identificacion
cualitativa.

Se obtuvo un sistema de extraccion EtOH/H20 80:20 V con acido C que proporciono
mayor cantidad de antocianina extraida en comparacion con el control.

Se obtuvo la cuantificaciéon de las antocianinas pelargonidina-3-glucésido y cianidina3-
glucdsido bajo las condiciones descritas para los diferentes maices criollos coloridos que
se seleccionaron para esta investigacion, también se observa la presencia de otra
antocianina que probablemente sea la peonidina-3-glucésido de manera importante en la
mayoria de los maices.

La hipotesis planteada se rechaza debido a que dos variedades de las siete estudiadas
presentaron baja o nula presencia de antocianinas, que fueron las variedades maiz rojo
matizado y maiz coral.

Finalmente el maiz negro es el maiz con la mayor cantidad de ambas antocianinas lo que
lo convierte en una fuente no solo de productos de la molienda sino de colorantes con

capacidad antioxidante.
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Capitulo 6 Recomendaciones

Por su consumo, las moléculas de antocianinas brindan beneficios al ser humano pero
debido a que son susceptibles a destruirse o perder coloracién por factores como el pH
elevado, la temperatura la luz etc. su aplicacion se ve limitada. Debido a esto se
recomienda continuar con el estudio en la modificacién de las moléculas, ya sea de una
manera quimica o enzimatica en diferentes partes de los anillos y glicésidos que las
conforman ya que ha quedado demostrado que estas modificaciones aumentan su
estabilidad en las condiciones que normalmente resultarian adversas y aumentaria su

aplicacion en el campo del desarrollo de productos alimenticios.
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Apéndice |
Apéndice A Curvas patron para la cuantificacion por HPLC

Curva patron de Cianidina-3-glucosido (Sigma-Aldrich) promedio de 3
repeticiones
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