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RESUMEN. Las antocianinas del higo azul-morado (Ficus carica) variedad Mission fueron extraídas del tejido epidér-
mico liofilizado usando metanol acidificado, hidrolizadas con HCl y purificadas usando un cartucho C-18 Sep Pak R©. El
contenido de antocianinas monoméricas, determinado por el método de diferencial de pH, fue 162 mg (100 g de tejido
epidermal (base cianidina-glucósido))−1. Por medio de HPLC se separó e identificó la cianidina como única antocianina
presente en el higo. Se demostró que la mayor estabilidad de antocianinas extraídas de higo Mission se presenta a un
pH de 3.0, a 4 ◦C y en oscuridad, conservándose durante 14 días.
Palabras clave: Higo, antocianinas, estabilidad.

ABSTRACT. Mission variety Bluish-black fig (Ficus carica) anthocyanins were extracted from freeze dried fig skin with
acidified methanol, hydrolysed with HCl and purified using a C-18 Sep-Pak R© cartridge. The monomeric anthocyanin
content, determined by the pH-differential method, was 162 mg (100 g of skin tissue (cianidin-glucoside basis))−1.
Cyanidin was separated and identified by HPLC as the only anthocyanin present in the bluish-black fig. It was confirmed
that the greatest stability of anthocyanins extracted from Mission figs was that at a pH of 3.0, at 4 ◦C and in darkness,
and it remained during 14 days.
Key words: Fig, anthocyanins, stability.

INTRODUCCIÓN

Las antocianinas constituyen una gran fami-
lia de polifenoles en plantas y son responsables de
los colores para muchas frutas y flores observadas
en la naturaleza (Oh et al. 2008). Se encuentran tí-
picamente en frutas tales como arándanos, fresas y
uvas. Investigaciones recientes se han enfocado a los
beneficios en la salud de estos pigmentos, especial-
mente a su actividad antioxidante (Camire 2002).
La acumulación de datos muestra que las antocia-
ninas y los extractos de plantas ricos en antocianinas
pueden proveer diversos beneficios a la salud, inclu-
yendo protección de DNA (Ramírez-Tartosa et al.
2001; Lazze et al. 2003), actividad anti-inflamatoria
(Rossi et al. 2003), actividad anticancerígena (Hou
et al. 2003; Hou et al. 2004), actividad antioxidante

(Wang & Jiao 2000; Matsumoto et al. 2002; Oh et
al. 2006a), actividad antidiabética (Jankowski et al.
2000; Tsuda et al. 2003) y prevención de enfermeda-
des cardiovasculares y neurodegenerativas (Joseph
et al. 1999; Youdim et al. 2000). Actualmente, el
estudio del contenido y estabilidad de este tipo de
compuestos es de gran importancia, ya que las an-
tocianinas son relativamente inestables y presentan
reacciones degradativas en el proceso y almacena-
miento de las mismas. Los higos (Ficus carica L.)
son una fuente rica de estas antocianinas. Robinson
& Robinson (1932) reportaron la presencia de cia-
nidin 3-monoglucósido en frutos de Ficus carica L.
Sin embargo, es incierto cuál de las variedades de
estas especies fue examinada. Puech et al. (1976)
concluyen que los datos obtenidos aportan eviden-
cia, sobre la presencia de antocianinas específicas en
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higos Mission, una de las cuatro variedades comer-
ciales importantes en California, Estados Unidos, ca-
racterizadas por medio de cromatografía en papel y
densitometría. Solomon et al. (2006) estudiaron el
contenido de antocianinas en seis variedades de hi-
gos cultivados en Israel, por medio de Cromatogra-
fía Líquida de Fase Reversa (RP-LC) confirmaron
la presencia de diferentes concentraciones de anto-
cianinas en todas las variedades. Además, la hidró-
lisis reveló que la cianidina es el principal aglicón.
Un método práctico para cuantificar y determinar
sus índices de degradación es el método diferencial
de pH que se fundamenta en las transformaciones
estructurales del cromóforo de la antocianina como
una función del pH, el cual puede ser medido usando
espectroscopía óptica a través de un procedimiento
fácil y rápido para la cuantificación de antocianinas
monoméricas (Giusti & Wrolstad 2000). La técnica
por RP-LC se reconoce como la mejor para análisis
de antocianinas debido a que comparada con otros
métodos ofrece tiempos de análisis más cortos, me-
jor selectividad, alta versatilidad y mejor sensitividad
(Eder 1996). El higo es un fruto delicioso pertene-
ciente a la familia Moracea, siendo la higuera uno
de los primeros árboles frutales cultivados. Hoy en
día, el higo es un cultivo importante en el mundo
entero para consumo fresco y seco. Los higos se-
cos contienen una de las más altas concentraciones
de polifenoles entre varias frutas tales como albari-
coques, arándanos, dátiles, pasas, ciruelas pasas y
bebidas consumidas comúnmente. Además, los hi-
gos y las ciruelas secas tienen la mejor puntuación
nutricional entre las frutas secas (Vinson et al. 2005;
Vinson 1999).

Los objetivos de este estudio fueron identifi-
car y cuantificar la concentración de las antociani-
nas presentes en el tejido epidérmico en higo azul-
morado variedad Mission, cultivado en Ciudad Lerdo
Durango, México y evaluar su estabilidad bajo dife-
rentes condiciones de almacenamiento.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material de estudio
Los higos azul-morado (Ficus carica L.) varie-

dad Mission, cultivados por la Sociedad en Solida-

ridad Social “Higos del Nazas” (Ejido Álvaro Obre-
gón, Municipio de Lerdo Durango, México) fueron
adquiridos directamente de la planta procesadora de
higo de dicha asociación. El tejido epidérmico fue
separado manualmente, congelado y liofilizado en
un liofilizador LABCONCO FreeZone 6 L (modelo
7753510) por 34 h, a una temperatura del colec-
tor de -44 ◦C y con un sistema de vacío de 596 x
10−3 Mbar (inicial) y 250 x 10−3 Mbar (final). Las
muestras liofilizadas conteniendo 3% de humedad
fueron envasadas a vacío y almacenadas en refrige-
ración previo a su análisis.

Obtención de Extractos. Las muestras lio-
filizadas fueron homogeneizadas con un molino de
cuchillas. La extracción fue hecha siguiendo el pro-
cedimiento descrito por Kalt & McDonald (2002)
utilizando 0.8 g de tejido epidérmico de higo azul-
morado liofilizado los cuales fueron mezclados con
10 ml de metanol:agua:ácido fórmico (70:28:2) con
un pH 3.45, durante 10 min en una licuadora
Osterizer R©. La mezcla obtenida se filtró a vacío,
los filtrados se dejaron reposar por 1 h en la oscuri-
dad.

Cuantificación de antocianinas por es-
pectrofotometría. Para conocer el contenido de
antocianinas monoméricas fue utilizado el método
diferencial de pH (Giusti & Wrolstad 2000). Un Es-
pectrofotómetro HACH DR/4000V fue usado para
las mediciones espectrales a 520 y 700 nm. El con-
tenido de pigmento fue calculado como cianidina
3-glucósido, usando un coeficiente de extinción de
26 900 L cm−1 mg−1 y un peso molecular de 449.2
g L−1.

Análisis de antocianinas por HPLC. Pu-
rificación de antocianinas. Los extractos obtenidos
de las muestras liofilizadas, fueron pasados a través
de un cartucho de 13 mm de longitud C-18 Sep-
Pak R© (Waters, división Millipore, MA), previamen-
te activado con metanol seguido por HCl acuoso
0.01% (Wrolstad et al. 1990). Las antocianinas y
otros compuestos fenólicos fueron adsorbidos en el
cartucho; azúcares, ácidos y otros compuestos solu-
bles en agua fueron removidos con tres volúmenes
de HCl acuoso 0.01% y las antocianinas se recupe-
raron subsecuentemente con metanol conteniendo
HCl 0.01% (v/v). El extracto metanólico purificado
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Tabla 1. Condiciones usadas en el análisis por HPLC de antocianinas.
Table 1. Conditions of the anthocyanin HPLC analysis.

Tiempo (min) Flujo (ml min−1) Fase A (% agua) Fase B (% acetonitrilo)

0 1 100 0
30 1 70 30
35 1 100 0

fue concentrado usando una corriente de nitrógeno
a baño maría (40 ◦C) y los pigmentos fueron ajusta-
dos a un volumen conocido con metanol contenien-
do HCl 0.01%.

Hidrólisis ácida de antocianinas para la
identificación. Para la hidrólisis se usaron 1.5 ml
de HCl 6 M más 2 ml de metanol conteniendo ácido
fórmico 25% (v/v) y fueron adicionados a 0.5 ml de
extracto metanólico purificado y concentrados en un
vial con taparosca, pasado por nitrógeno y cerrado.
El pigmento fue hidrolizado por 60 min a 100 ◦C. El
hidrolizado fue purificado usando un cartucho C-18
Sep-Pak R©.

Identificación y cuantificación por HPLC.
Para el análisis de las muestras, sin hidrolizar e hi-
drolizadas, se usó un sistema HPLC (Waters 2996)
equipado con un detector de arreglo de fotodiodo,
muestreador automático (Waters 717 plus) y un sis-
tema de bomba binaria (Waters 1525). La sepa-
ración fue conducida usando una columna Simetry
C18 (4.6 x 250 mm, Waters Corp.) con un tamaño
de partícula de 5 µm. Los solventes usados fueron
agua (fase A) y acetonitrilo (fase B). Las antociani-
nas fueron separadas usando un gradiente lineal de
0 a 30% de fase B en 30 min. Se utilizó un volumen
de inyección de 50 µL con 1 ml min−1 de velocidad
de flujo, mostrado en la Tabla 1. Se registró la in-
formación espectral sobre el rango de longitud de
onda de 210 a 650 nm. Los solventes y muestras
fueron filtrados a través de filtros de polipropileno
0.45 µm y filtros de membrana de 0.45-µm polite-
trafluoroetileno (PTFE, Gelman), respectivamente.
La identificación de antocianinas se basó en el tiem-
po de retención de la mezcla de seis estándares ex-
ternos (delfinidina, cianidina, petunidina, pelargoni-
dina, peonidina, malvidina) de la marca Sigma. Para
determinar la concentración de las antocianinas en
cada caso, se comparó el área del pico de la muestra

con el área del pico del estándar externo, reportando
en mg (100 g de muestra)−1.

Estabilidad del pigmento. Primer experi-
mento. La estabilidad del pigmento fue probada en
extractos (con un rango de pH 3.3 -3.5 inicial) alea-
toriamente asignados a las siguientes condiciones y
niveles: almacenamiento en la oscuridad, pH 3, 6,
8, ajustado con HCl y NaOH estandarizado a 0.1
N; temperatura 4, 25, 40 y 60 ◦C. Los tubos mues-
tra (8 ml) fueron colocados verticalmente en una
gradilla, dentro de la cámara de exposición. El cam-
bio de color total (∆E) fue evaluado por medio de
un colorímetro Minolta CR-300, con la metodología
triestímulo L, a y b, mediante diferencia aritmética
de la luminosidad y los parámetros a* y b* al inicio
y al final del almacenamiento (14 días). Se calculó
∆E =

√
(L0 − L1)2 + (a0 − a1)2 + (b0 − b1)2. El

experimento fue realizado por triplicado. El diseño
experimental fue bifactorial, con 3 niveles para pH
y 4 para temperatura. Los datos fueron analizados
usando el paquete estadístico STATISTICA 6.0, a
través de ANOVA y la prueba de rangos múltiples
de Duncan.

Segundo experimento. Se evaluó la estabi-
lidad del pigmento a 4 ◦C y pH 3, 6 y 8, debido a
que a estos valores de pH no se presentó diferencia
estadística en el experimento anterior y a 4 ◦C se
conservó mejor el color. Mediante la cuantificación
espectrofotométrica de las antocianinas por el mé-
todo de diferencial de pH (Giusti & Wrolstad 2000)
se evaluó la estabilidad del pigmento, bajo las con-
diciones de almacenamiento mencionadas.

RESULTADOS

Contenido de antocianinas monoméricas
por espectrofotometría. El rendimiento promedio
del tejido epidérmico fue 182 g (kg de higo)−1. El
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Tabla 2. Concentración de cianidina en mg (100 g de
muestra de cáscara de higo liofilizada)−1.
Table 2. Concentration of cyanidin as mg (100 g of
sample of freeze dried fig skin)−1.

Muestra Liofilizada
Antocianina Media, mg (100 g)−1

Cianidina no hidrolizada 195
Cianidina hidrolizada 293

contenido de antocianina monomérica del higo fue
162 mg (100 g de tejido epidérmico como cianidina-
3-glucósido (Cy-3-glu))−1. Un total de 2.95 g de
antocianina fue extraída y purificada del tejido epi-
dérmico de 10 kg de higo azul-morado.

Estudio por HPLC de extractos de higo.
Los extractos de higo fueron analizados por HPLC,
obteniendo los resultados que se muestran en la Fi-
gura 1. Una antocianina representa el 100% del área
total del pico. Los datos obtenidos del HPLC de-
muestran la presencia de la antocianina cianidina
en el tejido epidérmico del higo, de acuerdo al aná-
lisis de cromatogramas obtenidos de la mezcla de
estándares de antocianinas. La concentración de la
cianidina en las muestras liofilizadas, estimada como
la concentración del pigmento en el tejido epidérmi-
co de higo se observa en la Tabla 2. La liofilización
es considerada la mejor manera para secar pigmen-
tos de plantas sensibles (Masters 1985; Desorby et
al. 1997; Francis 1999).

Hidrólisis ácida de las antocianinas de hi-
go. La hidrólisis ácida de las antocianinas de higo
arrojó solamente una antocianidina.

Estabilidad del pigmento. Primer experi-
mento. Al evaluar la estabilidad de los pigmentos
extraídos, a través de la medición de cambios de
color en los extractos, se observó que hubo diferen-
cia significativa debidas al pH y a la temperatura
(ANOVA F = 103.2; p =0.000), como lo muestra
la prueba de rangos múltiples de Duncan para la es-
tabilidad del pigmento mediante el cambio de color
total (Tabla 3).

Segundo experimento. El contenido de an-
tocianina monomérica en los extractos metanólicos
de los tejidos epidérmicos fue medido durante los 14
días a las diferentes condiciones de almacenamiento
(Tabla 4). Las mediciones revelaron que un aumento

en el valor del pH durante el almacenamiento con-
tribuyó grandemente al descenso significativo en el
porcentaje de antocianina residual original para las
condiciones II y III durante el almacenamiento. Esta
reducción en el contenido de antocianina pudo ser
debido a su degradación por los diferentes valores de
pH durante la etapa de almacenamiento. También
se puede observar que a un pH más ácido, bajo las
mismas condiciones de almacenamiento, el 98.54%
del pigmento fue retenido.

DISCUSIÓN

Giusti & Wrolstad (1996) reportan 9 g de an-
tocianina extraída y purificada del tejido epidérmico
de 30 kg de rábano rojo, lo que equivale a 3 g de an-
tocianina de 10 kg de rábano, por lo que la concen-
tración de antocianinas presentes en el higo es simi-
lar a la reportada por estos autores. Algunas propie-
dades estructurales importantes pueden ser obteni-
das de los datos espectrales, incluyendo la presencia
de acilación por ácidos orgánicos aromáticos hidro-
xilados (Hong & Wrolstad 1990). La concentración
de antocianinas determinadas con este método fue
20% superior a la determinada por el método de
espectrofotometría. El tiempo de retención y el es-
pectro del pigmento hidrolizado es parecido a aquel
de la cianidina de maíz, confirmado previa identifi-
cación de las antocianinas de higo como derivados
de la cianidina (Solomon et al. 2006). Las condicio-
nes de almacenamiento en oscuridad, pH 3, 6, 8 y a
una temperatura de 4, 25, 40 y 60 ◦C mostraron es-
tabilidad del pigmento significativamente diferente
(p < 0.05). Los resultados obtenidos muestran que
las antocianinas se mantienen estables a diferente
pH debido a que estadísticamente no presentan di-
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ESTANDAR DE ANTOCIANINAS ANTOCIANINAS DE HIGO

Figura 1. Separación por HPLC de Antocianinas de Higo azul-morado.
Figure 1. HPLC separation of bluish-black fig anthocyanins.

Tabla 3. Prueba de rangos múltiples de Duncan para la estabilidad del
pigmento en oscuridad, cuantificando el cambio de color total (∆E.
Table 3. Duncan’s multiple range test for pigment stability in darkness,
quantifying the total change of colour (∆E).

Fuente de variación Valor de las medias*

pH 8 3 6
8.6317a 8.1770a 7.8242a

Temperatura, ◦C 60 25 40 4
19.177a 5.5520b 5.2671b 2.8477c

* medias con diferente letra son diferentes significativamente (Distintos
superíndices en la fila indican diferencia significativa p < 0.05).

ferencia significativa (p = 0.667). Con respecto a
la temperatura, las antocianinas se presentan ines-
tables, ya que a mayor temperatura (60 ◦C) exis-
te una mayor degradación de color, mientras que a
menor temperatura (4 ◦C) permanecen con menor
pérdida de color. Lo anterior coincide con Palamadis
& Markakis (1975) donde reportan que en la oscu-
ridad, a 38 ◦C, después de 135 días, solamente el
23% de la cantidad original del pigmento extraído
con agua caliente permaneció en una bebida, mien-
tras que a 3.5 ◦C, bajo las mismas condiciones de
almacenamiento, el 92% del pigmento fue retenido.
En medios acuosos las antocianinas sufren transfor-
maciones estructurales que son dependientes del pH.
Ha sido encontrado que cuatro formas de antocia-

ninas existen en equilibrio: el catión rojo flavilium,
la base azul quinonoidal, la pseudobase incolora car-
binol y el chalcon incoloro. En medios fuertemente
ácidos (valores de pH debajo de 2) las antocianinas
existen predominantemente en su forma roja colo-
reada como cationes flavilium. A valores de pH dé-
bilmente ácidos, neutros y básicos el carbinol y las
formas de base quinonoidal dominan al catión flavi-
lium, así que el color destiñe y cambia de rojo a azul
(Brouillard 1982). De acuerdo con Gross (1987) las
antocianinas en forma general son más estables en
medios ácidos y en ausencia de oxígeno bajo refrige-
ración y en obscuridad, lo anterior esta relacionado
con el ligero descenso del contenido de antocianinas
monoméricas presentado en la condición I. En pre-

155



Aguilera-Ortíz et al.
25(2):151-158,2009

Tabla 4. Contenido de antocianinas monoméricas en extractos metanólicos acidificados de
tejido epidérmico de higo azul-morado.
Table 4. Monomeric anthocyanin content in acidified methanolic extracts of skin tissue of
bluish-black fig.

Condición de almacenamiento CAM*, mg L−1 % de Antocianina residual
0 días 14 días

I Oscuridad, pH3, 4 ◦C 151.89 149.68 98.54
II Oscuridad, pH6, 4 ◦C 139.53 63.65 45.61
III Oscuridad, pH8, 4 ◦C 134.52 7.21 5.35

* Contenido de antocianinas monoméricas

sencia de oxígeno, la máxima estabilidad térmica de
la antocianidina 3-glucósido ha sido observada a pH
de 1.8 a 2.0 (Daravingas & Cain 1968). En general,
comportamientos estructurales que conducen a in-
crementar la estabilidad al pH, también conducen a
incrementar la estabilidad térmica, por ejemplo, la
hidroxilación de la aglicona decrece la estabilidad,
mientras que la metoxilación, glucosilación y acila-
ción tienen el efecto opuesto (Hrazdina et al. 1970;
Robinson et al. 1966; Van Buren et al. 1968). Ge-
neralmente, las antocianinas son más estables bajo
condiciones ácidas, pero pueden degradarse por va-
rios mecanismos posibles para formar primero pro-
ductos incoloros, después productos oscuros e inso-
lubles. Numerosas investigaciones han mostrado que
la degradación y polimerización de antocianinas son
influenciadas por el oxígeno, ácido ascórbico, luz,

pH y temperatura donde la degradación de la anto-
cianina sigue una cinética de primer orden (Bakker
et al. 1986). Es posible cuantificar el contenido de
antocianinas monoméricas por el método diferencial
de pH del tejido epidérmico del higo como un méto-
do simple de rutina en el laboratorio. El contenido
de antocianinas en el higo es similar al contenido de
estos pigmentos en el rábano. Los valores obtenidos
de tal cuantificación son también similares a zarza-
moras, moras, etc. Por medio de HPLC se separó e
identificó la cianidina como única antocianina pre-
sente en el tejido epidérmico del higo. Las mejores
condiciones para almacenamiento del pigmento son
pH 3.0, temperatura de 4 ◦C y en oscuridad. El al-
macenamiento en oscuridad, a bajas temperaturas
y pH ácidos incrementó la estabilidad del pigmento.
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