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1. Introduccion

Las antocianinas son compuestos altamente inestables y susceptibles a la degradacion. Su
estabilidad es afectada por el pH, la temperatura de almacenamiento, su propia concentracion y
estructura, la presencia de enzimas, la luz, el oxigeno y debido a la interaccion de diversos
flavonoides, proteinas o metales [1]. El interés por estabilizar el color de las antocianinas radica
en la diversidad de colores que presentan y los efectos benéficos que implica su consumo en
contraparte a los cada dia mas restringidos colorantes artificiales [1].

La diversidad de colores en las flores fue primeramente explicada por la formacion de quelatos
entre el metal y la sal flavilio de color rojo de la antocianina [1]. Aunque la complejacion con
metales es considerada de poco interés en la industria de los alimentos, ya que la contaminacion
en alimentos por metales es evitada, constituye una alternativa viable de estabilizacion del color,
particularmente si los metales involucrados no implican un riesgo para la salud o incluso pueden
ser una fuente de minerales esenciales en la dieta.

Los metales mas comunes que se reportan en la formacion de complejos con antocianinas son Sn,
Cu, Fe, Al, Mg y K [1]. La facilidad para formar los complejos metal-antocianina esta
relacionada con un rearreglo 0-dihidroxi en el anillo B de la estructura de las antocianidinas, por
lo que bajo este supuesto solo la cianidina, delfinidina y petunidina serian capaces de llevar a
cabo tal reaccion de complejacion [2].

En el presente trabajo se cuantifican los metales mas cominmente encontrados en maiz (Ca, Cu,
Fe, Mg, Mn, K y Zn [3]), haciendo una correlacién con la estabilidad de estos importantes
flavonoides mediante espectrofotometria UV/Vis y las constantes de estabilidad de metal-
antocianina estimadas en trabajos previos (Tabla 1) [4].

Tabla 1. Constantes de formacion metal-cianidina estimadas a partir de los espectros de absorcion UV-Vis obtenidos
con un detector PDA por electroforesis capilar. Estequiometria 1:1 [4].

Metal log K
Ni(II) 3.8
Fe(I1) 4.0
Cu(Il) 5.0
Ca(I) 5.3
Fe(Il) 5.5

Concentraciones iniciales de 5x10™ y 2.95x10° M del metal y antocianina respectivamente.

2. Experimentacion

2.1 Preparacion de Soluciones.

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico, el agua utilizada se desioniz6 mediante
un equipo Milli-Q (18 MQ ecm™). En el caso de las soluciones de iones metalicos, se prepararon a
partir de estandares de estos elementos para absorcion atémica.
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2.2 Equipo.

La cuantificacion de los metales se llevo a cabo en un espectrofotometro de absorcion atdémica,
Spectra 800 de Varian. Los espectros UV/Vis se obtuvieron en un espectrofotometro Lambda 40
de Perkin Elmer con celdas de cuarzo de 1 cm de paso Optico a una velocidad de barrido de 60
nm/min.

2.3 Métodos.

2.3.1 Digestion de la muestra.

Se pesaron 0.2000 g de muestra seca y se le realizo un tratamiento de mineralizacion agregando
10 mL de agua regia y calentando en una parrilla de durante hora y media, manteniendo un
volumen constante con agua desionizada. Después de este tiempo se deja enfriar a temperatura
ambiente, se filtra y el filtrado se recoge en un matraz de 25 mL, aforando finalmente con agua
desionizada. El tratamiento se realiza por triplicado para cada una de las muestras (maiz molido y
pericarpio), ademas de realizar el mismo procedimiento para una solucion blanco.

2.3.2 Obtencidn del extracto.

a) Hidrolizado
Se realiz6 la extraccion de los pigmentos utilizando HCl en metanol al 50%, medio que permite
la hidrolisis de las antocianinas en sus respectivos aglicones. Posteriormente, este extracto fue
purificado mediante cartuchos C;g y finalmente liofilizado.

b) No hidrolizado
Para evitar la hidrélisis de las antocianinas, éstas fueron extraidas con un medio mas suave (HCI1
al 2% en MeOH). Este extracto también fue purificado mediante cartuchos C;s para
posteriormente ser liofilizado.

2.3.3 Condiciones para el andlisis por espectroscopia de absorcion atdmica (EAA).

Se prepararon estandares para cada uno de los elementos (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, K y Zn) en matriz
nitrica (3% de HNOs). Todas las determinaciones se llevaron a cabo por flama utilizando llama
de aire-acetileno.

2.3.4 Condiciones para el analisis por espectroscopia de UV/Vis.

Se prepararon soluciones que contenian 10 mg de extracto (hidrolizado y no hidrolizado), se
aforaron a 25 mL con agua desionizada y se filtraron para eliminar s6lidos no disueltos. Las
concentraciones de antocianidina y antocianina aproximadas son de 1.82x10° y 2.26x10™ mol L™
(calculo realizado por el método de ““equivalentes de estandar interno”), respectivamente.
Después de obtener los espectros, se tomaron 2 mL de estas soluciones y se mezclaron con cada
una de las soluciones de Ca, Mg, Cu y Zn, segiin se muestra en la Tabla 2, obteniéndose de cada
una de las soluciones los espectros correspondientes.

3 Resultados y discusion

3.1 Contenido total de metales en las muestras.

En la Tabla 3 se presentan los parametros de las curvas de calibracion obtenidas para cada uno de
los elementos analizados.

Los resultados del analisis de metales en las muestras de maiz (molido y pericarpio) se muestran
en la Tabla 4. Para los analisis de Ca, Mg y K fue necesario hacer diluciones 1:10 de las
soluciones. De acuerdo a los resultados presentados en dicha tabla se puede apreciar que Ca, Cu,
Mg y Zn se presentan en mayor concentracion en el pericarpio; la cual al ser la parte del grano de
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maiz en donde estan contenidas las antocianinas en mayor cantidad, podria significar que estos
metales causaran una estabilidad en el color de dichos pigmentos en solucion.

Tabla 2. Condiciones utilizadas en espectroscopia UV/Vis.

Solucion 16n metalico Solucion \ 16n metalico
Extracto hidrolizado Extracto no hidrolizado
1 6
2 Ca (II) 7 Ca (1)
3 Cu (II) 8 Cu (II)
4 Mg (1) 9 Mg (1)
5 Zn (I1) 10 Zn (I1)

*Las concentraciones de los iones metalicos (en mol L™) en las soluciones finales fueron: Ca (II) 1.67x10™, Cu (II)
1.05x10™, Mg (IT) 2.73x10” y Zn (1I) 1.02x10™.

Tabla 3. Parametros para las curvas de calibracion obtenidas del anélisis por EAA. LD=limite de deteccion.

Elemento Ecuacion de la curva de calibracion r° LD (mgL™
Ca A= 0.0594(+0.0020)+ 0.0025(:0.0011) 0.9945 0.087
Cu A=0.0171(£0.0004)+ 0.0003(£0005) 0.9972 0.127
Fe A= 0.0027(0.0001)+ 0.0006(:0.0002) 0.9956 0.411
Mg A= 0.8382(20.0214)+ 0.0077(0.0042) 0.9961 0.034
Mn A= 0.0170(x0.0007)+ 0.0004(0.0007) 0.9929 0.210
Ni A= 0.0306(x0.0011)+ 0.0001(0.0015) 0.9930 0.242
K A=0.3583(x0.0070)+ 0.0065(x0.0016) 0.9977 0.025
Zn A= 0.1721(+0.0038)+ 0.0019(:0.0009) 0.9976 0.027

De acuerdo a los resultados, de estos cuatro metales el Ca se presenta en aproximadamente 5
veces mas en el pericarpio que en el maiz molido, y de acuerdo a los resultados previos que se
tienen acerca de la estimacion de constantes de complejacion metal- antocianina, el Ca (II) es uno
de los metales con uno de los valores mayores de K (10>, Tabla 1). Estos resultados son de gran
relevancia, dado que en el proceso de nixtamalizacion no se pierde la coloracion del maiz, a pesar
de las condiciones bésicas (tratamiento con Ca(OH),), lo cual podria atribuirse precisamente a la
presencia del Ca, el cual permite la estabilidad del color.

Tabla 4. Contenido medio de metales en maiz molido y pericarpio. Entre paréntesis se muestra el %DER, n=3. Los
LD en base seca (mg g'), considerando 0.2000 g de muestra son: Ca 4.35x10*, Cu 6.35x10™, Fe 0.051, Mg
1.70x10™, Mn 1.05x10°, Ni 1.21x10°, K 1.25x10™, Zn 1.35x10"* (mg g™).

Contenido (mg L) Contenido (mg g™)
Elemento Maiz molido Pericarpio Maiz molido Pericarpio
Ca 3.09 (1.84) 14.86 (2.47) 0.363 (2.47) 1.616 (3.11)
Cu <LD 0.53 (3.37) <LD 0.058 (4.95)
Fe <LD <LD <LD <LD
Mg 5.83 (3.85) 16.63 (1.93) 0.681 (1.28) 1.811 (4.09)
Mn <LD <LD <LD <LD
Ni <LD <LD <LD <LD
K 30.85 (4.19) 11.98 (4.72) 3.590 (4.77) 1.302 (3.16)
Zn 0.14 (4.96) 0.30 (2.07) 0.016 (4.53) 0.033 (2.68)
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El Cu también es un caso especial para la estabilizacion de las antocianinas, debido a que como
se ha reportado previamente [1], es uno de los iones metalicos que forman complejos con las
antocianinas, estabilizando el color de éstas. Para los estudios que se realizaron, se puede
observar que este metal se encuentra por debajo del LD del analisis (6.35x10™ mg g) en el maiz
molido; sin embargo, en el pericarpio se encuentra en una concentracién de 0.058 mg g’
(8.34x10° mol L"), cantidad que puede ser suficiente para estabilizar las antocianinas contenidas
en el maiz. En el caso del Mg y del Zn, los cuales se encuentran 3 y 2 veces en mayor
concentracion en el pericarpio que en el maiz molido, aunque en los estudios previos no se
consideraron estos iones metalicos, si se tienen referencias acerca de la formacion de complejos
con antocianinas [1,2], por lo que en el estudio por espectroscopia UV/Vis se tomaran en cuenta.

3.2 Comportamiento de los extractos con la presencia de iones metalicos.

En la Figura 1 se muestran los espectros UV/Vis de los extractos antocianinicos (hidrolizado y no
hidrolizado). A pesar de que se pesaron las mismas cantidades del extracto (10 mg), en los
espectros se observa que para el extracto hidrolizado practicamente desaparece el maximo entre
500 y 550 nm, responsable de la coloracién roja en las antocianinas. Asimismo, en 285 nm
aproximadamente se presenta otro abatimiento en la sefial (otra de las bandas caracteristicas para
las antocianinas).
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Figura 1. Espectros de UV/Vis para los extractos, (a) no hidrolizado ([Antocianina]=1.5x10" mol L") y (b)
hidrolizado ([Antocianidina]=1.2x10 mol L™).

A cada uno se los extractos se les adiciond un volumen conocido de soluciones de los iones
metalicos que de acuerdo con los resultados del analisis por EAA se presentan en mayor
concentracion en el pericarpio. En la Figura 2 se observan los espectros obtenidos de cada uno de
los iones metalicos con el extracto hidrolizado.

En todos los casos se observa que hay un desplazamiento batocromico del méximo observado en
la Figura 1 de 285 a 295 nm, regién correspondiente a la transicidon electronico n—n*, que puede
deberse a una complejacion entre elionmetdlico y la antocianidina; en este mismo maximo se
presenta un efecto hipercromico en todos los casos.

Otro efecto que se observa al agregar la solucion deionmetalico es en la disminucion de la
intensidad del minimo que se presenta en 260 nm, este efecto es menor para el caso del Ca (II) y
similar para el Cu (II), Mg (II) y Zn (II).

En cuanto a la estabilidad del extracto con la presencia de iones metalicos, se obtuvieron los
espectros un dia después y se obtuvo para todas las soluciones que practicamente no hay cambio
en la intensidad de las bandas, en la Figura 3 se muestra el espectro para Ca (II). Este efecto
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resulta interesante, debido a que en trabajos previos [5] se habian realizado cinéticas de la
antocianina en solucion acuosa observandose una disminucion en la intensidad en los primeros
minutos, tal como se observa en la Figura 3.

25 - 254

2.0 201
15 A 151

1.0 1.0+

Absorbancia
Absorbancia

0.5 ca (Il 0.5 Cu (I

0.0

0.0 T T T T |
400 450 500 550 600
A (nm)

400 450 500 550 250 300 350
A (nm)

300 350
254 254
2.0

154

1.0+

Absorbancia
Absorbancia

0.5 Mg (Il 0.5 Zn (Il

0.0

400 450 500 550 600

A (nm)

41;0 4%0 560 5;,0 660 250 31;0 3g0
A (nm)
Figura 2. Espectros de UV/Vis para la mezcla de extracto hidrolizado con soluciones de [Ca(II)]=1.67x107,

[Cu(I1)]=1.05x10", [Mg(I)]=2.73x10° y [Zn(1)]=1.02x10™* (mol L™).

250 300 350

251

2.0 1

=
o

Absorbancia
g
o

0.5 A

0.0 T T
250 400 450
A (nm)

T T
300 350

T
500

T
550

i
600

Absorbancia

2.5 q

2.0

1.5

1.0 4

0.5 4

(b)

0.0
250

300 350 400 450 500 550 600
A (nm)

Figura 3. Espectros de UV/Vis para la mezcla de extracto hidrolizado con solucion de Ca(Il). (a) O dia, (b) 1 dia.

La Figura 4 muestra los espectros obtenidos de las mezclas de iones metalicos con el extracto no
hidrolizado. En todos los casos y al igual que con el extracto hidrolizado, se observa un
desplazamiento batdcromico y un efecto hipercromico del maximo observado en la Figura 1 de
280 a 290 nm. Este cambio en las bandas de absorcion se puede deber a la complejacion entre
elionmetalico con los grupos hidroxi (en posicion orto) del anillo B de la antocianina, grupos que
también se encuentran en la antocianidina (especie predominante en el extracto hidrolizado).

En cuanto al maximo en 501 nm, se observa un ligero efecto hipocromico cuando estan presentes
los iones metalicos, esto se debe a que si hay una complejacion con elionmetalico, la conjugacion
en el grupo cromoforo (elionflavilio) disminuye.
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Figura 4. Espectros de UV/Vis para la mezcla de extracto no hidrolizado con soluciones de
[Ca(I)]=1.67x10*, [Cu(I)]=1.05x10, [Mg(I1)]=2.73x10" y [Zn(I1)]=1.02x10™* (mol L™).

De la estabilidad del extracto sin hidrolizar con la presencia de iones metélicos, también se
obtuvieron los espectros un dia después y se encontr6 para todas las soluciones que la banda en
290 nm sufre un pequeio abatimiento en la absorbancia (para Ca de 0.2648); sin embargo, en la
banda en 501 nm no hay cambio alguno, por lo que es un efecto positivo para el extracto, ya que
también en este extracto se habia observado en trabajos anteriores [5] una pérdida de intensidad
en dicho maximo. Los espectros UV/Vis para Ca con el extracto no hidrolizado se muestran en la

Figura 5.
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Figura 5. Espectros de UV/Vis para la mezcla de extracto no hidrolizado con solucion de Ca(Il). (a) 0 dia, (b) 1 dia.
En la Figura 4 se presentan los espectros UV/Vis para el extracto no hidrolizado en solucion
acuosa, al inicio, 30 minutos y 1 dia; en el espectro de 1 dia se tiene una pérdida de absorbancia
de 0.1068 (aproximadamente el 15%).
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Figura 6. Espectros de UV/Vis para el extracto no hidrolizado en solucion

acuosa, al inicio, 30 minutos y 1 dia de cinética.

4. Conclusiones

e Los resultados obtenidos demuestran que los metales predominantes en el pericarpio son Ca,
Cu, Mg y Zn. Consecuentemente pueden considerarse posibles responsables de la
estabilizacion del color de las antocianinas del maiz criollo azul.

e Especial interés presenta el Ca, debido a que:
a) Es el metal que se encuentra en mayor concentracion en el pericarpio.
b) Permite la estabilizacion en la antocianina (ya que no presenta ningiin cambio en la region

del visible en 24 horas).

¢) Forma parte del Ca(OH), utilizado en el proceso de nixtamalizacion.
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