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RESUMEN:

Entre los colorantes naturales mas utilizados en el area de alimentos, destacan las antocianinas,
las cuales se obtienen como extractos a partir de frutas rojas. Su aplicacién como colorantes en
alimentos ha sido baja, ya que a pesar de que les imparte una amplia gama de coloraciones,
presentan poca estabilidad en solucion.

En la ultima década, las piranoantocianinas (moléculas derivadas de las antocianinas) han cobrado
interés debido a que son mas estables al cambio de pH; estas moléculas se forman de la reaccion
entre las antocianinas y moléculas de bajo peso molecular, como el acido cinamico y sus
derivados. Investigaciones recientes han planteado que la estabilidad del color en vinos tintos esta
relacionada con la formacion de este tipo de compuestos.

En el presente trabajo se realizé la extraccién de antocianinas de zarzamora, posteriormente se
realizd una optimizacion de la reaccidén de estas moléculas con acido cinamico, evaluandose los
efectos que tiene la concentracion de acido cinamico, la temperatura, el pH y el tiempo de reaccion
en los indices de degradacién y oscurecimiento de los extractos obtenidos. Los resultados
mostraron que los factores mas importantes en el % de color polimérico (parametro relacionado
con la formacién de piranoantocianinas) son [Antocianina]:[Acido cinamico] y pH.

ABSTRACT:

Dyes plants most commonly used in the food area include the anthocyanins, which are obtained as
extracts from red fruits. Its application as food colorants has been low, as though give a wide color
range, presented little solution stability.

In the last decade, the pyranoanthocyanins (molecules derived from the anthocyanins) have gained
interest because they are more stable to the pH change; these molecules are formed from the
reaction between the anthocyanins and low molecular weight molecules, such as cinnamic acid and
its derivatives. Recent investigations have been raised that the stability of the color in red wines is
related to the formation of this kind of compounds.

In the present work was done the anthocyanins extraction from black berries, then, was carried out
an optimization of the reaction of these molecules with cinnamic acid, evaluating the effects of
cinnamic acid concentration, temperature, pH and time reaction time in the degradation and
browning rates of the extracts. The results showed that the most important factors in % of polymeric
color (parameter associated with the pyranoanthocyanins formation) are [Anthocyanin]: [Cinnamic
acid] and pH.
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INTRODUCCION

Las antocianinas son los principales compuestos que se encuentran en las frutas
rojas, considerandose las responsables de impartir el color a éstas. Las mas
abundantes en la naturaleza son las del tipo 3-glucésido, tales como la cianidina-
3-glucésido, delfinidina-3-glucésido, malvidina-3-glucésido, peonidina-3-glucdsido
y petunidina-3-glucésido (Castafieda et. al., 2009).

Uno de los alimentos con alto contenido en antocianinas y que ha sido
ampliamente estudiado es el vino tinto; cuando este producto es joven, su color se
debe principalmente a una unidad monomérica de antocianinas. Sin embargo, los
factores intrinsecos, como temperatura, la luz y el pH, pueden afectar las
caracteristicas del mismo, tales como el color, amargor y astringencia. Estos
cambios se atribuyen principalmente a la conversion de monoémero de
antocianinas a la forma mas condensada durante la maduracion (Corrales et. al.,
2008).

Las reacciones derivadas de la condensacion de antocianinas con oligdmeros son
las responsables del cambio de color en vinos tintos de rojo a marrdn, y son mas
estables que los monémeros (Corrales et. al., 2008).

Las reacciones de condensacion de antocianinas implican una asociacion
covalente de estos colorantes con otros flavonoides a través de puentes de etilo o
con otras moléculas pequefias, tales como acido piravico, vinilfenol, acido
glioxilico y acidos derivados del cinamico (ferulico, sinapico, p-coumarico, etc.);
siendo las piranoantocianinas (Figura 1) el producto obtenido (Schwarz, et. al.,
2003).

Estas reacciones se producen de forma espontanea durante el afiejamiento de los
vinos, pero también pueden ser generados en las soluciones modelo variando la
temperatura, el pH y los tiempos de incubacion (Corrales et. al., 2008).

Debido a que en la literatura se ha sugerido que las piranoantocianinas formadas
durante el afiejamiento del vino tinto son las responsables de estabilizar el color,
en el presente trabajo se realizé una optimizacidn de la reaccion de condensacion
entre antocianinas presentes en la zarzamora y el acido cinamico; utilizando un
disefio de parametros de Taguchi; con la finalidad de estabilizar el color de los
extractos de zarzamora, permitiendo ampliar su uso como colorante en la industria
alimentaria.
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Figura 1. Mecanismo de reaccion para la formacion de piranoantocianias a partir
de la reaccion de antocianinas con acido cinamico. Donde: Ri=sacarido, Ry, Rs,
R4, R5 Yy R6= H, OH o OMe.

METODOLOGIA

Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico. El agua desionizada (18.2
MQ cm) utilizada para preparar las soluciones se tomé de un equipo Milli-Q de
Millipore (MA, USA).

Soluciones

Las soluciones utilizadas en la determmamon del contenido de antocianinas
monomericas fueron KCI 0.25 mol L™ (para pH 1) y solucién amortiguadora de
acetatos (0.4 mol L', pH 4.5). Para las determinaciones de los indices de
degradacion y oscurecimiento se prepard una solucién de sulfito acido a partir del
metabisulfito de potasio (K2S20s).

Obtencion del extracto
Se pesaron 500 g de zarzamora y se maceraron con 150 mL de solucién etandlica

de HCl al 0.2 % (v/v). La mezcla se mantuvo en oscuridad durante una noche y
posteriormente fue filtrada y se aforé a un volumen de 500 mL con la solucién
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etandlica. El filtrado (extracto antocianico) fue almacenado en un envase plastico a

4°C, para ser utilizado en los experimentos siguientes.
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Determinacion del contenido de antocianinas

El contenido total de antocianinas monomericas se realiz6 utilizando el método de
pH diferencial (Wrolstad et al., 2005), para lo cual se prepararon dos soluciones
del extracto, una a pH 1 y la otra a pH 4.5, y se obtuvieron los espectros UV-vis
correspondientes en una ventana espectral de 250 a 750 nm. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado.

Reacciones de condensacion

Para la optimizacién de la reaccion de condensacion se utilizé un disefio de
parametros de Taguchi, el cual es un método de optimizacidon que puede ser
aplicado a cualquier tipo de proceso, en donde la respuesta se encuentra
relacionada con los factores de control, de sefal y de ruido. La Tabla 1 muestra
los factores de control y los niveles seleccionados para cada uno de ellos.

Tabla 1. Niveles de los factores de control elegidos en la optimizaciéon de la
reaccion de condensacion.

Niveles seleccionados
Factores de control
1 2 3
Relacion de
concentracion molar de | . ) )
A antocianina: acido 1:50 1:100 | 1:150
cinamico, [Ant]:[Cin]
B Temperatura (°C) 20 40 60
C pH 1 3 5
D Tiempo de reaccion (h) | 1 3 5

El arreglo ortogonal que permite el analisis del numero de factores elegido es el
Lo(3%), es decir seleccionar 4 factores de control a 3 niveles cada uno, lo que
indica que el numero de experiencias minimo es de 9. La matriz de disefio
utilizada en el presente trabajo se encuentra de forma detallada en la Tabla 3.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para conocer la cantidad de acido cinamico que se utilizaria en las reacciones de
condensacion (niveles del factor A) fue necesario calcular el contenido de
antocianinas monoméricas en el extracto de zarzamora, para lo cual se tomo
como base la Ecuacion 1, obtenida por Wrolstad y colaboradores (2005) al hacer
el estudio con variedades de muestras en las que incluyeron extractos de
diferentes fuentes, expresando el contenido como Cy-3-glc, debido a que es la
antocianina mas ampliamente distribuida (Francis, 1989). La absorbancia a 700
nm se toma como correccion cuando en la muestra hay sélidos suspendidos o
materia coloidal.
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. L. AxPM x FDx10°
Antocianinas totales (mg L") =
exl (1)

donde:

A= (A/Ivis-max - A7()()nm)pH1 o (A/l vis-max A7()0nm)pH4.5 (2)

PM= peso molecular de la antocianina mas comun (Cy-3-glc, PM= 449 g mol™).
FD= Factor de dilucion.

€= coeficiente de absort|V|dad molar de la antocianina mas comun (Cy-3-glc, €519
"m=26 900 cm'mol" L a pH 1.0).

= longitud de paso oéptico.

El contenido de antocianinas monoméricas encontrado en el extracto de
zarzamora utilizado durante toda la experimentacion fue de 586.2 mgL™ (1.30x107
mol L™, por lo que la concentracion de acido cinamico para los diferentes nlveles
del factor A fueron: (1) 0.065 mol L™, (2) 0.13 mol L™ y (3) 0.195 mol L7,
respectivamente.

Por otro lado, las antocianinas son compuestos que experimentan un amplio
nuamero de reacciones de degradacion. Su estabilidad es altamente variable
dependiendo de su estructura y la composicion de la matriz en la que se
encuentran (Giusti and Wrolstad, 2001).

Siendo el color un factor muy importante en la aceptacién de los productos
alimenticios, es necesario contar con parametros relacionados con la degradacion
de las antocianinas, los cuales, al modificar la estructura de las mismas (formacién
de piranoantocianinas), seran afectados positivamente, es decir, permitiran la
estabilidad del color.

Entre los métodos para determinar los indices de degradacion y de oscurecimiento
de las antocianinas se encuentran los de decoloracion, que consisten en usar
agentes blanqueadores los cuales decoloraran a las antocianinas pero no afectan
a otros compuestos coloridos presentes. Uno de los blanqueadores utilizados es el
sulfito acido, que reacciona con las antocianinas monomeéricas formando un
aducto sulfénico incoloro.

La posicion del aducto sulfonato, de acuerdo con Berké y colaboradores (Berké et
al., 1998) es el C-4, por lo cual es de esperarse que esta reaccion no se lleve a
cabo en piranoantocianinas, ya que dicha posicion no esta disponible, debido a
que es donde se encuentra el enlace covalente con otros compuestos de bajo
peso molecular. En la Figura 2 se muestra la reaccion que se efectiua en la
degradacion de antocianinas con sulfito acido.
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Especie: aducto
antocianina-
sulfonato
Color: incoloro

Figura 2. Esquema de reaccion de la antocianina con sulfito acido para la
formacién del aducto antocianina-sulfonato. Reaccién 1: hidrdlisis del i6n
persulfato a sulfito acido. Reaccién 2: formacion del aducto antocianina-sulfonato

Especie: ion flavilio
Color: naranja a pirpura Reaccion 2

Los calculos para los indices de degradacion y oscurecimiento de cada uno de los
extractos de piranoantocianinas obtenidos durante la reaccidn de condensacion se
realizaron de la siguiente manera:

Densidad del color: se tomaron las lecturas obtenidas de la solucion control o
blanco (sin sulfito acido y diluida con agua destilada). La expresion utilizada es:

Densidad de color = (4,0, = 4700mm) + (4 vienax — A700nm) X FD 3)

Color polimérico: se utiliza la misma expresion mostrada en (3), sélo que tomando
las lecturas de la muestra tratada con sulfito acido.

COlor pOlime’riCO = (A420nm - A700nm) + (AZ. vismax A700nm) X FD (4)

Esta lectura es debida a la presencia de antocianinas poliméricas, ya que éstas no
son susceptibles a la reaccion de degradacion con el sulfito acido
(piranantocianinas).

Porcentaje de color polimérico: el calculo se lleva a cabo mediante la siguiente
expresion:
color polimérico

: x 100 (5)
densidad del color

% Color polimérico =

Indice de oscurecimiento: para este calculo se utilizan los datos obtenidos de la
muestra tratada con sulfito acido mediante la siguiente expresion:

Indice de oscurecimiento = A,,,, % FD (6)

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2, de los cuales sdlo se
consider6 el % de color polimérico como respuesta para el proceso de
optimizacion.
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Tabla 2. Matriz de disefio Lgo(3*) y resultados medios (n=3) de indices de
degradacion y oscurecimiento para los extractos obtenidos después de la reaccion
de condensacion de antocianinas con acido cinamico.

Factores de | Indices de degradacién y oscurecimiento
Experimento control : -
AlBlc |D Densidad Col_or' _ % c_olgr_ Indice dt_a _
de color polimérico | polimérico | oscurecimiento
1 111 (111 [119.08 10.94 57.34 10.41
2 1122 |2 [12.67 1.08 8.52 1.1
3 113 [3 |3 ]5.05 3.73 73.86 3.42
4 2 112 3 11343 6.52 48.55 24.61
5 2 12 |3 |1 1475 2.11 44 .42 5.30
6 2 13 |1 1]2 ]16.07 6.33 39.39 22.96
7 3 |1 13 ]2 (458 3.10 67.69 13.55
8 312 |1 [3 ]20.21 11.76 58.19 11.88
9 31312 [1 11535 5.25 34.20 1.72

De todos los indices de degradacion y oscurecimiento, el parametro que esta mas
ligado con la estabilidad del color de los extractos obtenidos es el % de color
polimérico, ya que los valores mayores de éste, indican que el extracto es mas
resistente a la presencia de especies nucleofilicas (como el sulfito acido), lo que
los hace mas resistentes a componentes nucledfilos que contienen los alimentos,
tales como el propio sulfito, nitrito, peréxidos, entre otros.

Debido a ello, se decidié considerar como respuesta en la optimizacion de la
reaccion de condensacién al % de color polimérico, ya que es el indice mas
relacionado con la formacién de piranoantocianinas, las cuales se ha reportado
que estabilizan el color durante el afiejamiento de vinos tintos.

El analisis de los datos, considerando unicamente como respuesta al sistema al %
de color polimérico, se realizd con el programa Minitab v.15. Los resultados se
muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Andlisis de varianza para la reaccion de condensacion (obtencion de
piranoatocianinas). Factor A: [Antocianinas]: [Acido cinamico]; Factor B:
Temperatura de reaccion: Factor C: pH y Factor D: Tiempo de reaccion.

Contribucion
Origen de la varianza gl Varianza (%)

A 2 1.52 5.42

B 2 2.38 8.47

C 2 2.38 8.47

D 2 4.67 16.61

AB 2 6.86 24.41

AC 2 6.86 24.41

BC 2 3.43 12.20

En la Tabla 3 se observa que los factores que afectan significativamente a la
reaccion de condensacion son la relacién molar de [Antocianina]: [Acido cinamico]
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y el pH, debido a que presentan interacciones muy importantes con los factores
restantes (temperatura y tiempo de reaccién), aunque sus contribuciones
individuales son menores.

En la Figura 3 se presentan las graficas para la dependencia de los factores,
correspondiendo como factor de senal “mayor - mejor”.
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Figura 3. Valores medios de % de color polimérico. Factor A: [Antocianinal:[Acido
cinamico]; Factor B: Temperatura de reaccion; Factor C: pH; Factor D: Tiempo de
reaccion.

A partir de la Figura 3 se elige la combinacion de variables que generan la mayor
respuesta (% de color polimérico), siendo éstas: [Antocianina]: [Acido cinamico]
1:150; Temperatura de reaccién 20 °C; pH 3 y Tiempo de reaccion 5 horas.

Bajo las condiciones optimas encontradas se estan realizando actualmente los
experimentos para evaluar la estabilidad del color de extractos de zarzamora, con
la finalidad de que en un futuro préximo se puedan utilizar en una amplia gama de
alimentos, sin que sufran degradaciones en el color.

CONCLUSIONES

La modificacion quimica de colorantes naturales (antocianinas) por reacciones de
condensacion con moléculas pequenas (acido cinamico) aplicadas ampliamente
en el area de alimentos, permite aumentar la estabilidad de estos compuestos, y
con ello el uso en un mayor numero de productos alimenticios, sin que la
degradacion del color sea una limitante para ello.
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