4. REVISION BIBLIOGRAFICA
4.1 Generalidades

Las antocianinas (del griego anthos flor y kyanos azul), son el grupo mas
importante de pigmentos solubles al agua visibles para el ojo humano (Harbone,
1975). Las antocianinas forman parte de la familia de los polifenoles y se definen
como flavonoides fendlicos (Mazza, 1995). Los colores rosa, rojo, azul, malva y
violeta de las flores, frutas y verduras se deben a la presencia de estos pigmentos
(Coultate, 1984).

Las antocianinas se localizan principalmente en la piel de frutas como
manzanas, peras, uvas, zarzamoras, ciruelas, de flores como la jamaica, rosas y
verduras como col morada y cebolla morada. La funciéon que cumplen es la de
atraer seres vivos (principalmente insectos y pajaros) para propésitos de
polinizacién y dispersién de semillas. La diferencia de color entre las frutas, flores
y verduras depende de la naturaleza y concentracién de antocianinas. Existen
factores adicionales que afectan el color como el pH de la célula, el efecto de
copigmentacion determinado por la presencia de otros flavonoides, temperatura,
luz, etc. (Gross, 1987).

Las antocianinas, al igual que otras sustancias polifendlicas, se encuentran
en la naturaleza en forma de glicésidos, siendo conocidas sus agliconas como
antocianidinas, a las cuales se les une un azucar por medio de un enlace B-
glicosidico. Se trata de flavonoides, es decir, sustancias derivadas del nucleo

flavano (Charley, 1982).



El color azul, rojo y morado depende de los grupos que estén atadas a la
estructura asi como la posicion del carbono que este siendo atacado. En un medio
basico vira el color del pigmento de rojo a azul, en cambio entre mas acido se
encuentre el medio los colores de la antocianina se hace mas rojos (Charley,

1982).

4.2 Antocianinas
4.2.1 Estructura

Las antocianinas son glucosidos solubles formados por una molécula de
antocianidina (aglicona) que se unen a una fraccién de carbohidrato a través de
un enlace B-glucosidico y son una de las clases de flavonoides que existen en
abundancia (Gross, 1987). La estructura quimica consiste en un grupo flavilo
formado por un anillo de benzopirano unido a un anillo fenilico (Figura 1) (Badui,
1987).

Los monosacaridos comiunmente encontrados son D-glucosa, D-galactosa,
L-Ramnosa, D-arabinosa y D-Xilosa, aunque también pueden contener
oligosacaridos como gentobiosa, rutinosa y soforosa. Normalmente los
monosacaridos se unen con los grupos hidroxilos de la posicion 3 de la
antocianidina, mientras que los disacaridos los hacen con hidréxilos 3 y 5 o bien
con las posiciones 3 y 7 (Badui, 1987). El azlicar presente en la molécula otorga

mayor estabilidad y solubilidad (Gross, 1987).
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Figura 1. Estructura basica de las antocianinas
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Algunas veces, las antocianinas se encuentran aciladas por acidos
fendlicos como el cafeico, el p-cumarico, el acético, el ferdlico o sinaptico
(Coultate, 1984).

Todas las antocianinas son derivadas del catién flavilo basico (Gross, 1987).
Se conocen mas de 100, las diferencias entre ellas se debe al nimero de grupos
hidroxilos, el grado de metoxilacién de éstos grupos, asi como la naturaleza y el
namero de los acidos aromaticos y alifaticos presentes en la molécula (Wilska-
Jeska, 1997). De todas las antocianinas existentes, sélo seis son de interés en
los alimentos: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y
malvinidina (Figura 2). Los restantes son menos frecuentes y se encuentran en
algunas hojas (Gross, 1987).

Es comln que una misma antocianidina interaccione con mas de una clase
de carbohidrato para formar diferentes antocianinas; la pelargodina es la que
produce el color rojo escarlata de algunas flores y de las fresas; la delfinidina se
encuentra en las berenjenas y la cianidina en col roja, higos, cerezas, ciruelas, y

otros frutos (Badui, 1981).
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Figura 2. Estructura de las antocianinas mas comunes
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4.2.2 Biosintesis

Las antocianinas se sintetizan a partir de la condensaciéon de dos
moléculas precursoras (Figura 3): malonil Co A y p-cumaril-CoA, las que mas tarde
formaran anillos A y B respectivamente. Cabe resaltar que esta ruta sintética
también es compartida por otros compuestos fendlicos. La principal reaccién de
biosintesis de los flavonoides es la condensacién de los acilos provenientes de
cumaril-CoA vy tres moléculas de malonil-CoA catalizada por la enzima chalcona
isomerasa que lleva a cabo la isomerizacion de chalcona a flavona, misma que es
convertida en flavones o antocianinas. Los pasos finales en la sintesis de
antocianinas son las acilaciones y las glicosilaciones, primero en el C-3, para

estabilizar el cation flavilio (Gross, 1987).
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4.2.3 Propiedades
4.2.3.1 Espectro de absorcién

Las antocianinas presentan una alta coloracion en medio acido debido a
que contienen un croméforo con de ocho dobles enlaces conjugados (Gross,
1987).

El espectro de absorcion de los flavonoides se caracteriza por tener dos
bandas separadas, una a longitudes de onda largas (Banda |) determinada por la
conjugacion del anillo B, y la segunda en la regién ultravioleta (Banda II)
determinada por la conjugacién del anillo A. A mayor sustitucién del anillo B, la
absorbancia maxima de las antocianinas se desplaza hacia el extremo del rojo del
espectro (Gross, 1987).

Las sales de antocianinas de alta coloraciéon en una solucién acida poseen
dos absorciones maximas, una en la region visible entre los 465 y 550 nm, y otra

menos intensa en la region ultravioleta entre los 270 y 280 nm (Gross, 1987).

4.2.3.2 Reacciones quimicas

El nicleo flavilo de los pigmentos antocianicos es deficiente en electrones y
por tanto muy reactivo. El color de las antocianinas depende de los sustituyentes
guimicos que contenga y la posicion de los mismos en el grupo flavilo; es decir; si
se aumentan los hidréxilos de los anillos fendlico se intensifica el color azul,
mientras que la introduccion de metoxilos provoca la formacién de rojos

(Fennema, 1985).
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Las antocianinas forman complejos, quelatos o sales con cationes metalicos
como el sodio, potasio, calcio, magnesio, estafio, hierro o aluminio cambiando el
color, con estos dos ultimos produce coloraciones azules sobre todo con aquellas
gue tienen dos grupos en posicion orto. La corrosién de las latas de estafio puede
alterar el color de los alimentos de rojo a purpura o azul sobre todo cuando estas
latas se almacenan durante largos periodos de tiempo (Charley, 1982).

Otra reaccién importante es con el diéxido de azufre, el cual se utiliza en la
conservacion antimicrobiana de vinos y zumos de frutas. A elevadas
concentraciones (1-1.5%) origina una decoloracién total e irreversible de las
antocianinas, pero a menores concentraciones (500-2000 ppm) reaccionan con el
cation flavilo formando un complejo de adicion incoloro (Coultate, 1984).

Ocasionalmente el acido ascoérbico naturalmente presente puede dar lugar
a problemas, en presencia de iones de cobre y de oxigeno, ya que reacciona
oxidandose a acido dehidroascorbico acompanado por la formacion de agua
oxigenada, la cual oxida las antocianinas, originando la formacion de malvonas
incoloras (Coultate, 1984).

Las antocianinas interaccionan facilmente con otros flavonoides incoloros
gue abundan en los tejidos vegetales. Estas asociaciones que presumiblemente se
basan en enlaces de hidrégeno entre grupos hidroxilicos, e interacciones
hidrofébicas entre anillos incrementan la intensidad en el color, tendiendo a

estabilizar las formas azules quinoidales (Gross, 1987).
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Las antocianinas también cambian de color cuando forman complejos con
otros compuestos fendlicos (proantocianidinas, catequinas, taninos y flavonoides)
o con algunos polisacaridos, ya que favorece un desplazamiento de la absorcién a
longitudes de onda mayores. En ocasiones, como en el caso de los vinos tintos
con un alto contenido de tanino, se producen grandes agregados poliméricos de
tamafio y caracteristicas coloidales que pueden llegar a sedimentar al cabo de un
largo almacenamiento; cuando esto ocurre, se reduce la intensidad del color y se

observa un precipitado algo obscuro (Gross, 1987).

4.2.3.3 Efecto del pH

Se puede decir que las antocianinas actian como indicadores acido-base
puesto que el color resultante esta en funcién de la estructura que se encuentre
en mayor proporcidon a determinados pH. A pH's muy bajos se forma el catién
flavilo (rojo), a medida que incrementa el pH se forma la base quinoidal (anhidra)
del color azul, en un medio alcalino, aparece el carbinol incoloro. En condiciones
basicas fuertes (pH 7) se produce dafio irreversible en el pigmento con la aparicion

de una chalcona de color amarillo palidos (Figura 4) (Gross, 1987).

4.2.3.4 Efecto de la temperatura
El efecto de la temperatura en la estabilidad de antocianinas en sistemas
modelos y en productos alimenticios ha sido estudiado por muchos

investigadores; el consenso general es que los pigmentos antocianinicos son

15



notoriamente destruidos por el calor durante el procesamiento y almacenamiento
de los alimentos, existe un incremento logaritmico con un incremento aritmético
de la temperatura (Markakis, 1982).

Sapers (1981) realizd un estudio sobre estabilidad de la col morada
cuando es calentada durante 5 horas, encontrando que la absorbancia de la
muestra decrece significativamente durante los primeros 30 minutos, seguida por
un decremento mas gradual al parecer lineal.

Aun no existe un mecanismo de degradacién por temperatura, Markakis et al
(1975) han postulado wuna hidrélisis del enlace glicosidico (posicion 3) seguido
por una conversién de la aglicona a chalcona, que a la vez, da como resultado una
o-dicetona. Una degradacién mayor de la antocianina da productos con
precipitados de color café (Markakis, 1982).

Cuando las soluciones de antocianinas se secan por aspersion, a temperaturas
mayores a 100°C, ocurre una degradacién del color, mientras que a las
temperaturas por debajo de los 90°C resulta en una degradacion minima. Simpson
et al (1976) discutieron dos posibles mecanismos para la degradacion térmica de
las antocianinas
(1) hidrélisis del enlace 3-glicosidico que produce mas alicano disponible
(2) ruptura hidrolitica del anillo pirilio, que degrada a un compuesto café insoluble

por su naturaleza polifendlica (Patjane, 2002).
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Figura 4. Transformacién estructural de las antocianinas en diversos valores de

pH.
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4.2.4 Estabilidad

La estabilidad de las antocianinas depende de factores como enzimas, pH,
temperatura, oxigeno, luz, metales, etc. (Costales, 2001).

Investigaciones recientes demostraron que existen antocianinas con ciertas
caracteristicas, presentando una mayor estabilidad debido al desarrollo de ciertos

mecanismos:

Y

asociacion intramolecular: acilaciéon
2. asociacion intermolecular: copigmentacién
3. interacciones con otros compuestos

4. polimerizacién (Beristain, 2001).

4.2.5 Copigmentacién

La copigmentacién es el fendbmeno por medio del cual hace que el color de
las antocianinas sea mas intenso, brillante y estable debido a la interaccion entre
sustancias organicas y las antocianinas; ademas las protegen de la degradacion de
la luz, calor o pH (Markakis, 1982).

Algunas moléculas capaces de actuar como copigmentos son: flavonoides,
polifenoles, alcaloides, aminoacidos y antocianinas (autoasociacion) (Mazza,
1995).

La copigmentacion es usual en la naturaleza y contribuye a la profusion de
colores en las flores y algunos tejidos. Abe et al (1977) propuso el término

"copigmentacién intermolecular" para la asociacién débil de antocianinas con
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compuestos, modificando asi el color y la estabilidad del complejo formado; y
"copigmentacion intramolecular para el enlace fuerte que forman grupos de acidos
organicos con las antocianinas (Markakis, 1982).

La copigmentacion intermolecular de antocianinas con otros flavonoides
produce un incremento en la absorbancia a una longitud de onda visible (efecto
hipercromico), asi como un desplazamiento a longitudes de onda mayores del
maximo de absorbancia (efecto batocrémico); la copigmentacién intramolecular es
la responsable por la estabilidad del color de antocianinas que poseen dos o mas
grupos acilos aromaticos. El color se intensifica al incrementar el contenido de
acidos organicos como el cinamico y malénico (Mazza, 1995)

Se han propuestos varios tipos de interacciones para generar la
copigmentacién. Somers y Evans (12) propusieron que el complejo antocianina-
copigmento se forma por asociacién electrostatica de las formas roja y azul de la
antocianina y se estabilizan por interaccién de cargas y puentes de hidrogeno con
el copigmento. Otras evidencias afirman que la copigmentacién es una interaccion
molecular entre las estructuras coloreadas de las antocianinas y el copigmento, o
bien, por interacciones hidrofébicas del nacleo aromatico de las antocianinas y el
copigmento (Mazza, 1995).

Existen ciertos factores que pueden afectar a la copigmentacion:
1. Tipo de antocianina
Robinson (1931) observé que un copigmento pude afectar el color de ciertas

antocianinas pero no de todas. Yazaki determino que la copigmentacion era
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ampliamente distribuida, pero el efecto batocromico de un mismo copigmento
varia entre las diferentes antocianinas.

2. Concentracién de antocianina

Asen et al (1976) demostrdé que la concentracién de antocianina es un factor
limitante en la copigmentacion.

3. Tipo de copigmento

Existen varios tipos de copigmentos, algunos de ellos se muestran en la Tabla 1.
En ella se puede observar que tanto como flavonoides, alkaloides, aminoacios,
nucleotidos, asi como las misma antocianinas pueden ser utilizados como
copigmentos. Uno de los mas efectivos es la 2-hidroxixantona.

4. Concentracion del copigmento

Asen (1971) demostro que la concentracién de copigmento es importante, ya
que el poder de este aumenta conforme aumenta su concentracién.

5. pH

El pH afecta la copigmentacion en sistemas modelos de la misma manera como
afecta a las antocianinas puras; a pH's bajos existen los tonos rojos y a pH's
basicos los azules. Los sistemas con pH bajo son los mejores medios para
copigmentos y antocianinas.

6. Temperatura

A temperaturas altas ocurre dafio térmico en la antocianina y copigmento.

7. Metales
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Los metales no son necesarios para que la copigmentacién proceda (Markakis,

1982).

Tabla 1. Lista de copigmentos existentes

Copigmento Clasificacion
Cafeina Alcaloides
Brucina Alcaloides
Alanina Aminoacidos
Arginina Aminoacidos

Acido aspartico
Acido glutamico
Glicina

Histidina

Prolina

Acido benzoico
Acido cafeico

Acido ferulico

Acido sinaptico

Acido clorogénico

Catequina

Aminoacidos
Aminoacidos
Aminoacidos
Aminoacidos
Aminoacidos
Acido benzoicos
Acido cinamicos

Acido cinamicos

Acido cinamicos
Acido cinamicos

Flavonoides
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4.3 Col morada (Brassica oleraceae) como fuente de antocianina

La col morada es una planta hortense de la familia de la cruciferas. Tiene
tallo grueso de 0.5 hasta 1 m de altura, hojas anchas y algo carnosa. Las
sustancias de reserva se acumulan en las hojas: es uno de los vegetales mas
cominmente cosechados para consumo humano o para forraje. La especie
probablemente se origina en la parte oeste de Europa a lo largo de la costa del
Mediterraneo; para su cultivo se prefieren climas templados himedos, con suelos
profundos y de poco luminosidad. Es usada principalmente en ensaladas, aunque
también pueden ser consumidas hervidas, fritas o estofadas en distintos guisos.

Las hojas de col morada son una fuente abundante de antocianinas y una
posible alternativa para su uso como colorantes en alimentos (Markakis,1982).
La col contiene diferentes tipos de antocianinas aciladas, reportes recientes
(Harbone, 1962) describe a la cianidin-3-sofordsido-5- glucésido acilada con acido
cumarico y acido ferdlico. Timberlake y Tanchev (1969) notaron los ésteres de la
cianidin-3,5-diglucésido, cianidin-3-sofordsido-5-glucésido y  3-soforésido-5-
glucésido; ésta Ultima ha sido establecida como la antocianina basica de la col
morada (Mazza,1995).

Usando HPLC Idaka (1987) separdé mas de 15 antocianinas de B.oleraceay

caracteriz6 completamente 11 de ellas.
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