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1. RESUMEN

Los compuestos fendlicos son compuestos organicos que contienen por lo menos un grupo
fenol. Existe una gran variedad de estos compuestos por lo cual se clasifican en 4 grupos
de manera general: acidos fendlicos, estilbenos, lignanos y flavonoides. A su vez los
flavonoides se clasifican en siete grupos: flavonas, flavononas, flavonoles, flavononoles,
isoflavonas, flavanoles y antocianidinas. Se encuentran distribuidos en todas las plantas
como metabolitos secundarios los cuales tienen funciones fisiolégicas importantes, como la
defensa en situaciones de estrés, contra insectos, como repelente. EI consumo frecuente
de frutas y vegetales frescos se asocia con una menor incidencia de céancer, son también
antioxidantes, anticoagulantes, antimicrobianos, inmunoestiumlantes, reguladores de la
presién arterial y la glucemia. Las antocianinas ademas de presentar una actividad
biolégica presentan una coloracién que va rojo hasta azul, pasando por morado, lila, rosa,
magenta, etc, por lo que estos compuestos son los responsables del color de muchas

frutas, flores y cereales.

El maiz criollo morado presenta una coloracion purpura debida a las antocianinas, que esta
distribuida en toda la planta desde el grano hasta las hojas que cubren el fruto,

denominadas totomoxtle.

El objetivo general es obtener las condiciones Optimas para extraer las antocianinas
presentes en el totomoxtle y el olote del maiz criollo mediante tecnologias de extraccion
limpias, asi como evaluar la estabilidad frente a diferentes acidos y vehiculos.

La extraccibn de antocianinas se hizo por medio de tecnologias de extraccion
ahorradoras de energia y reactivos compatibles con la biésfera como son: sonicacion,
microondas y enzimatico, respectivamente. Para cada uno de estos procesos de
extraccidn se optimizaron las variables mas representativas con la finalidad de obtener

los mejores rendimientos.




Para lograr el objetivo, el proyecto se divide en 3 etapas.

# La primera etapa se enfoca en optimizar las condiciones de extracciéon (tiempo,
disolvente, &cido y relacion soluto:disolvente) con el método de maceracion con
agitacion para el totomoxtle de maiz criollo morado

# En la segunda etapa, una vez obtenidas las condiciones dptimas de extraccion para:
disolvente, acido organico vy la relacién soluto:disolvente, se estudian las variables

mas representativas para cada uno de los métodos que se proponen:

> Sonicacion: Tiempo y Potencia (7O0W y 100W ) - Para el totomoxtle y olote

> Microondas: Tiempo (30, 60, 180 segundos—->Para el totomoxtle y olote

> Enzimatico: Tiempo, Enzimas, Concentracién de enzima (10,15 y 20%), Temperatura
(30,40 y 50°C) y pH (3 Y 5) - El estudio se realiza con el residuo obtenido de la extraccion

del totomoxtle.

# En la tercera etapa se lleva a cabo la evaluacion de la estabilidad de las
antocianinas frente a diferentes acidos (tartarico, lactico, ferulico y citrico) y en
diferentes vehiculos (inulina, dextrina y harina de amaranto) en presentacion solida y
liguida, las antocianinas que se usaron en esta etapa son las provenientes del

totomoxtle de maiz morado.




2. INTRODUCCION

El maiz es uno de los cereales mas importantes en el mundo, en especial para México, ya
gue es la base de la alimentacion, ademas de ser el centro de origen, lo que representa
parte de nuestra culturay economia.

En México se cuenta con una gran diversidad de maices distribuidos a lo largo de la
republica mexicana, los cuales estan adaptados a las condiciones climaticas y tecnoldgicas
de los productores. Esta gran diversidad permite tener maices que poseen caracteristicas
diferentes dependiendo de la raza y variedad. Entre éstos se encuentran los maices
criollos coloridos, que presentan tonalidades desde blanco, amarillo, rojo, morado, purpura,
azul hasta negro, cada uno de los cuales presenta diferentes caracteristicas las cuales
deben ser estudiadas y determinar la mejor aplicacion tecnologia a la cual se destine cada
variedad de maiz.

Los colores rojos, morados, azules y negros en los maices son
causados por su contenido de antocianinas, las cuales estan
distribuidas a lo largo de toda la planta. Estos colorantes se

pueden extraer y generar un colorante de origen natural, el cual

no presenta ningun inconveniente en su consumo, a diferencia de

Figura 1. Variedad de maices
criollos coloridos

los colorantes artificiales.

Se ha demostrado que las antocianinas, ademas de brindar color,
presentan un beneficio en la salud humana, ya que actian como antioxidantes previniendo
enfermedades como el cancer, ademas de tener efecto anti-inflamatorio, anti-teratogénico,
antiviral, efecto benéfico en el sistema inmune y vascular. (Florian y Reinhold, 2004).

El cultivo de maiz se caracteriza por que es posible generar una gran cantidad de
productos finales como tortillas, forraje para animales, almidones, glucosa, aceites,

botanas, etanol, atoles, tamales, etcétera. (INE, 2008)
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3. MARCO TEORICO

3.1. Maiz

El maiz (Zea mays L. ) pertenece a la familia de las gramineas. Este género incluye cinco
especies que se sabe son originarias de México y Centroamérica: (1) Zea mays L. ssp
Huehuetenangensis, (2) Zea Mays L. spp Mexicana, (3) Zea mays L. ssp. Parviglumis
(teocintle) y (4) Zea mays L. ssp. Mays a la cual pertenece el maiz y es la Unica especie
cultivada de este género. La planta de maiz es de porte robusto de facil desarrollo y de
produccion anual.

Tabla 1. Taxonomia del maiz (Reyes, 1990)
Los primeros cultivos de maiz

Categoria Maiz Caracteristica ) .
aparecieron en Mexico; se
Reino Vegetal Planta anual
encontraron 19 granos de polen
Divisién Tracheophyta Sistema vascular - )
fosilizados, cuya edad se estimoé
Sub-divisién Pterapside Produccion de flores entre los 60 y 80 mil afios,
. : . ademas se encontraron plantas o
Clase Angiosperma Semilla cubierta
Sub-Clase Monocotiledoneae Cotileddn tnico partes de la planta de maiz en

esculturas impresiones, cédices y

. Tallos con nudos
Orden Graminales

prominentes cerAmicas  prehistéricas  que
indican el inicio de la
Familia Graminae o Poaceae Grano-Cereal . ., ,
domesticacion del maiz hacer 5 o
Tribu Maydeae Flores unisexuales 6 mil afos dentro del territorio
Género Zea Unico mexicano, especificamente en el
Especie Mays L. Maiz coman valle de Tehuacan, Puebla y el
P i Teocintl
erennis eocintle perenne norte del estado de Oaxaca.
Raza las de 300 razas. 41-65 en (Reyes, 1990). Dado que México
México

es el centro de origen del maiz se

cuenta con una gran diversidad desde la forma, tamafio, color y composicion. Esta
variabilidad es debida a la amplia plasticidad de adaptacion que tiene, ya que puede
cosecharse a lo largo de todo el territorio mexicano desde zonas tropicales a zonas

templadas, en diferente altitud, condiciones del suelo, etc. (Rupusudan et al, 2001).

—
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Los usos del maiz han sido muy amplios porque dependiendo de la variedad, parte de la
planta y estado de maduracion presentan caracteristicas que dan propiedades tecnoldgicas
diferentes. Por ejemplo, el grano es usado industrialmente para la elaboracion de tortillas,
tostadas, atole, tamales, totopos, pinole, pozole, pozol, etc. Asi cada parte de la planta es
usada para propositos diferentes, las hojas que cubren el fruto del maiz, también llamadas
totomoxtle, o las hojas verdes son usadas para envolver tamales; el olote se usa como
alimento para animales, el tallo se usa para obtener combustible e incluso los hongos de la
mazorca tierna se usan como alimento (Huitlacoche). En México se han documentado mas
de 600 recetas de alimentos preparados con base en el maiz, ademas de su uso en

bebidas y como medicamento.

3.1.1. Estructuray composicion
El maiz es una planta anual que se reproduce por polinizacion cruzada de la flor femenina
(elote) y la masculina (espiguilla) (Benitez, 2006). Su estructura basicamente esta formada

por:

/'\\
e |
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Figura 2. Morfologia de la planta del maiz

PEDUNCULO

GRANOS  nv e

Raiz. Las cuales constan de dos o tres sistemas de raices, segun la especie. Sus raices

primarias son robustas y cuenta con raices adventicias (que no se generan del embrién)

Tallo. El tallo se le conoce como cafia y esta formado por nudos y entrenudos; estos son
cilindricos y pueden ser huecos Puede alcanzar gran altura dependiendo de la variedad,
desde 0.30 m hasta 5.5.m (Reyes, 1990).

Hojas. Normalmente constan de vaina, ligula y lamina. La vaina tiene forma de tubo o

cartucho, nace en el nudo y cubre el entrenudo. La ligula es una membrana que se halla en




la parte superior interna de la vaina. La lamina es paralelinervada (con venas casi paralelas
entre si), en forma de cinta o lanceolada de tamafio variable (Reyes, 1990)

Inflorescencia. Es compuesta, siendo la inflorescencia elemental la espiguilla y la total
espiga, las cuales pueden ser laxas o densas. La espiguilla esta protequida por dos
bracteas llamadas glumas (Reyes, 1990).

Mazorca o elote. Es la estructura donde se desarrolla el grano, en un nimero variable de
hileras (Benitez, 2006) cuyo numero depende de la raza y est4 encerrada en varias vainas
de hojas llamadas totomoxtle. Esta formado por pedunculo, olote, granos y totomoxtle.

El porcentaje en peso correspondiente al tallo, elote y hoja es variable dependiendo de la
variedad y el contenido de humedad de cada 6rgano, pero en promedio se han obtenido los
valores presentados en la tabla 2 los cuales son obtenidos de maices criollos, mientras que
los maices hibridos presentan un menor porcentaje en su produccién de forraje (Elizondo y
Boshini, 2002)

Organo Contenido de materia seca (%)
Tallo 10
Elote 11
Hoja 15

Cada una de las partes de la planta presentan una composicion quimica diferente por lo
gque dependiendo de la aplicacion que se quiera dar, ademas de la parte de la planta
existen otros factores que determinan la composicién que son: la raza, variedad, tecnologia

de cultivo y clima.
3.1.1.1. Composicién de la planta

Los rendimientos en la produccion de forraje verde pueden variar dependiendo de la
variedad de maiz, fertilidad del suelo, edad del corte y la densidad de siembra entre otros
factores. Sin embargo se han reportado que en la produccién de maiz criollo se obtienen
rendimientos de 10.2 toneladas de materia seca por hectarea con una densidad de siembra
de 96000 plantas/ha, este rendimiento puede ser mayor si se mejoran las condiciones

obteniéndose hasta un 15.2 toneladas de materia seca/ha. (Elizondo y Boshini, 2002).




La composicion en general del tallo, hojas y mazorca esta alrededor del 40-60% de
carbohidratos de los cuales el tallo presenta una mayor contenido de fibra es el tallo
seguido de las hojas, mazorca y grano.

Tallo 35.8-47.2 5.1-6.1 0.12-0.89 5.5-8.9 39.0-46.2 33.3-38.3

Hoja 21.5-28.4 10.9-11.9 0.87-1.5 11-12.7 45.2-52.4 25.5-31.3
Mazorca 25.7-37.8 8.5-10.3 0.66-1.3 1.9-34 56.1-61.5 16-20.4
Grano seco - 8.7-13.8 3.22-5.21 1.3-2-6 65.5-71.7 2.2-2.9

Dentro de la composicion de esta fibra, se encuentra la hemicelulosa, su estructura
generalizada esta compuesta principalmente por unidades de f-1,4-xlilopiranosil y
ramificaciones de a-L-arabinofuranosil, unidas a la cadena principal por enlaces 1-2 o 1-4,
existen también cadenas laterales compuestas por arabinoxilanos B-1,3, B-1,4 glucanos y

acido D-glucuroénico o algunos otros oligosacaridos
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Figura 4. Estructura de los arabinoxilanos presentes en maiz
Figura 3. Fotografia del
totomoxtle del maiz rojo

Especificamente en el olote se ha determinado que presenta un 36% de celulosa, 19-23%
de hemicelulosa, 17-26% lignina, y de glucosa 4%. (Amor et al, 2008).




3.1.1.2. Composicion del grano

De manera muy general se sabe que la composicion del grano de maiz comprende del 64

al 78 % del grano es almidon mientras que solo del 1-3% son carbohidratos.

Tabla 4. Composicion quimica del grano de maiz en base seca (b.s.)

Componente

Porcentaje

Almidén b.s. 64-78
Grasa b.s. 3.1-5.7
Proteina b.s. 8-14
Cenizas b.s. 1.1-3.9
AzUcares b.s. 1-3
Fibra b.s. 1.8-3.5
Humedad 7-23

El grano esta formado de 3 partes: el endospermo, pericarpio y germen, cada una de las

cuales esta formada por capas, como se muestra en la figura 5. Cada una con una

composicién quimica diferente.

Epidermi 4".”% /
Pericarpio Mesocarpim‘
Testa ‘f .‘z: &
T i

Figura 5. Estructura del grano de maiz (Ben

1%

itez, 2006)

....LCascara

Endospermo

Capa de aleurona
-~ Endosperma cristalino

-- Endosperma harinoso |
Células de granulos de almiddn

Germen
~-Plamula (hojas primarias) -

Escatelo ¢

En los tipos de maices comunes, el endospermo comprende cerca del 84% del peso seco

del grano, el embrién abarca el 10% vy el pericarpio y el escutelo componen el restante 6%.
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El endospermo del grano de maiz es la zona mas importante de almacenamiento de los
carbohidratos y de las proteinas sintetizadas. Esta cubierto por una capa de aleurona que
tiene una naturaleza proteica. En esta parte se encuentra la mayor cantidad de almidon y
contiene proteinas (albuminas, globulina, prolamina o zeina y glutelinas) y en cantidades

muy pequefias grasas, cenizas y azucares.

El pericarpio es la cubierta del fruto y se conoce como testa, ollejo o cascara, y esta
conformado por 3 capas, la epidermis, mesocarpio y testa. Contiene almiddén, grasa,
proteina, cenizas, azucares y fibra (carbohidratos como celulosa y hemicelulosa)

El germen esta cubierto por una capa llamada escutelo, y contiene la mayor cantidad de

grasa del grano.

3.1.2. Compuestos Bioactivos del Maiz

Los alimentos, ademas de aportar nutrientes, contienen una serie de sustancias no
nutritivas que intervienen en el metabolismo secundario de los vegetales como los
pigmentos, sustancias aromaticas, reguladores de crecimiento, antioxidantes, entre otras.
No son considerados esenciales para la salud humana, pero pueden tener un impacto
significativo en la misma. La distribucién de compuestos fendlicos en tejidos y células de
vegetales varia dependiendo del material estudiado. En maiz se le ha encontrado
principalmente en el pericarpio, aleurona, endospermo y embrién. (Ruiz et al, 2008)

3.1.2.1. Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos son derivados de los acidos benzoico y cinamico y estan presentes en
todos los cereales. En el maiz los acidos hidroxibenzoicos que se encuentran son: el &cido
protocatecuico, p-hidroxibenzoico, vanilico y siringico, y los &cidos hidroxicinamicos son:
cafeico, ferulico, y p-cumérico. Estos dos ultimos son los méas abundantes. Son
compuestos de la pared celular que se encuentran esterificados, aunque también se
pueden encontrar de forma libre, localizados en la capa exterior del pericarpio y son

extraidos usando solventes organicos (Dykes y Rooney, 2007).




0 El &cido ferulico, acido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-propanoico,
CH0 B es extremadamente abundante en la naturaleza, en el maiz se
OH encuentra 1g/kg. Se puede aislar del pericarpio obtenido en los

HO procesos de molienda humeda, con un rendimiento del 2%. En

plantas el acido feralico proporciona rigidez a la pared celular

Figura 6. Estructura del acido

ferulico . .
entrecruzando cadenas de pentosanos, arabinoxilanos y

hemicelulosa. Participa en la regulacion del crecimiento (Gaméz y Sanchéz, 2006). La
actividad biolégica que presenta el acido ferdlico es un buen antioxidante vy

anticancerigeno.

0 El acido cumarico, acido 3-(4-hidrxyfenil)-2-propanoico,
e OH existen 3 isbmeros, o-cumarico, m-cumarico y p-cumarico,

este Ultimo es el encontrado en maiz, siendo su principal

HO
Figura 7. Estructura del acido p- funcion la de proporcionar soporte y rigidez a la planta

cumarico

(Olvera, 2011). Tiene propiedades antioxidantes y se le

atribuyen efectos gastroprotectores, ya que reducen la formacion de carcinégenos
3.1.2.2. Carotenoides

El maiz contiene carotenoides, que son pigmentos naturales solubles en disolventes
organicos. Su estructura quimica consta de un esqueleto de 40 carbonos formado por
unidades de isopreno. Esta cadena puede tener terminaciones ciclicas en las que puede

haber grupos funcionales que incluyen oxigeno.

Los carotenoides hidrocarbonados se conocen como carotenos, en tanto que los derivados
oxigenados se denominan xantofilas. En ambos casos, la presencia de dobles enlaces
alternados en la cadena de isoprenos les permite absorber excesos de energia de otras
moléculas, por lo cual poseen propiedades antioxidantes. Por estas propiedades, se ha

recomendado el consumo de luteina y zeaxantina, que son las xantofilas presentes en el

grano de maiz. El contenido de carotenoides en el grano de maiz es influenciado por el

genotipo y puede variar de 0.45 a 33.11 mg/kg (Salinas, 2008).
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La luteina y zeaxantina son pigmentos de color amarillo que, a diferencia del beta caroteno
y el alfa caroteno, no son precursores de la vitamina A ya que no se convierten en retinol.
El papel fundamental de estas sustancias es evitar la formacion de radicales libres, y de
moléculas oxidativas que son las causantes de los dafios en las membranas de las células

de los tejidos oculares.

~OH
S PP = N
HO
Luteina
OH
— — — = —— =
HO

Zeaxantina
3.1.2.3. Lignanos

Los fitoestrogenos son metabolitos que pueden tener acciones similares a los estrégenos
en los humano. Los principales fitoestrogenos son los isoflavones y lignanos. Los lignanos
ingeridos pueden ser biotransformados por las bacterias del tracto intestinal y
posteriormente absorbidos. Estos compuestos imitan algunos efectos de los estrogenos por
lo que se ha demostrado tener un efecto quimioprotector principalmente en el cancer de

mama y prostata (Boluda et al, 2006).
3.1.2.4. Esteroles

Los esteroles se encuentran ampliamente distribuidos en
el reino vegetal y se pueden encontrar esterificados o de
forma libre. Todos los esteroles contienen un nucleo
ciclopentanoperhidrofenantreno y presentan un grupo

hidroxilo en el carbono 3. La mayoria de esteroles

HO naturales poseen una cadena lateral de 8 a 10 atomos de

Figura 8 Estructura del Beta-sitoesterol
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carbono y un enlace doble en el C-5. En el maiz se encuentra el beta-sitoesterol, el cual
presenta una estructura similar al colesterol, sin embargo, presenta efectos diferentes ya
que reduce la circulacion del colesterol en el torrente sanguineo por la inhibiciébn de su
absorcion en el intestino, ademas presenta propiedades antioxidantes. En este sentido,
esta sustancia se ha demostrado que estimula la produccion de ciertas enzimas capaces
de proteger a las células del dafio oxidativo, debido a los radicales libres. Ademas se han
estudiado propiedades anticancerigenas, especificamente cancer de colon, prostata y
cancer de mama, ya que este beta-sitoesterol favorece la apoptosis de las células

cancerigenas, dejando intactas a las células sanas.
3.1.2.5. Flavonoides

El maiz contiene diferentes tipos de flavonoides dentro de los que se encuentran las
antocianinas asi como derivados de la quercetina y hesperidina de los que contienen
alrededor de 42 mg/g (Valdez, et. al. 2010) y de antocianinas se han reportado
concentraciones de 16.40 mg/ g en peso humedo (Jing, 2006), mayor a las encontradas en
otras fuentes como las moras (20-1500mg/100g B.H.), rabanos (11-60 mg/100g B.H.), uvas
(30-750 mg/100g B.H.), col morada (69-94 mg/100g B.H.) (Bridle y Timberlake, 1995), las

cuales son las fuentes actuales de obtencion de antocianinas.

La quercetina es un flavonoide ampliamente __ .
distribuido en la naturaleza el cual presenta Quercetina OH
actividad antioxidante, impide la oxidacion del
colesterol LDL, ademéas de inhibir dafios
producidos por los radicales libres, tener accién
antiinflamatoria y un efecto protector hacia los

rifones y el sistema urinario en general.

Las antocianinas encontradas en el grano y hojas de maiz se derivan de cianidina y
pelargonidina (Straus, 1959) y se encuentran de manera simples y aciladas. En las simples,
el tnico azucar reportado es la glucosa, las antocianinas simples reportadas para maiz son

cianidina 3-glucosido, pelargonidina-3-glucosido y peonidina 3-glucosido (Styles y Ceska,
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1972). La primera es comun en los maices de grano morado y las dos restantes en maices

de grano rojo.

El interés por las antocianinas se ha intensificado recientemente debid a sus propiedades
benéficas. Durante el paso del tracto digestivo al torrente sanguineo las antocianinas
permanecen intactas y ejercen efectos terapéuticos conocidos que incluyen la reduccion de
enfermedades coronarias, efectos anticancerigenos, antitumorales, antiinflamatorios y
antidiabéticos tales como el control de lipidos, secrecién de insulina y efecto vasoprotector;
ademéas del mejoramiento de la agudeza visual y del comportamiento cognitivo, estos
efectos terapéuticos estan relacionados con su actividad antioxidante (Aguilera et al, 2011).
Estudios han demostrado que son efectivas en atrapar especies reactivas del oxigeno,
ademas de inhibir la oxidacion de lipoproteinas y la agregaciéon de plaquetas. En cuanto a
la actividad anticancerigena, Se han reportado la supresion de células cancerigenas
provenientes del colon humano y de células cancerigenas gastricas al suministrar
fracciones de antocianinas, ademas demuestran que los arandanos inhiben las etapas de

iniciacidén, promocién y progresion de la carcinogénesis (Kamei et al, 1998).
3.1.3. Razas de maiz

En México se pueden encontrar una gran variedad de maices, ya sea en el color, tamafio,
composicion y forma, ya que han sido cultivados bajo condiciones diferentes, cada una de
estas variedades pertenece a un territorio especifico, el cual presenta un Unico ambiente
climatologico al cual el maiz se ha adaptado y ha sido perpetuado por diferentes culturas.
Se han estimado en 2 mil variedades aproximadamente, las cuales se han agrupado en
razas. Una raza representa a un grupo de individuos relacionados con suficientes
caracteristicas en comdn como para permitir su reconocimiento como grupo, teniendo un

alto nimero de genes en comun (Ripusudan et al, 2001).

Actualmente se ha progresado en la clasificacion del gran nUmero de razas de maiz. Como
resultado, se han agrupado los materiales de México en tres grupos bien definidos desde el

punto de vista morfologico (Paredes et al, 2006).
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Condiciones de Cultivo Partes altas del centro y

norte de México

Forma conica
Mazorcas largas y
delgadas
Chapalote
Reventador
Tabloncillo

Caracteristicas

Razas

Zonas altas

Zonas de altura media
Cultivo temporal

Costas semiaridas cor
cultivo de riego
Mazorcas de 8 hileras
Granos puntiagudos.

Cobnico

Cobnico Nortefio
Chalqueiio

Arrocillo Amarillo
Palomero Toluquefio

Zonas de altura media y
altas del sur de México

Jala

Olotén
Zapalote Chico
Bolita

Nel Tel

Las razas de maiz cuyas variedades son ampliamente comerciales son: Vandefio, Tuxpefio
(algunas veces morado), Tabloncillo, Chalqueiio (blanco o morado) y Celaya. En diferentes
regiones del mundo se han clasificado los maices, disponiéndose de mas de 300 razas de

las cuales 59 han sido confirmadas de origen mexicano.

Una coleccién de diferentes razas de maiz, sobre todo del hemisferio occidental, almacena
diversos bancos de germoplasma almacenados en el centro internacional de mejoramiento
de maiz y trigo, CIMMYT.

3.1.4. Producciéon y Rendimientos

El maiz representa la principal fuente alimenticia de México y es el componente mas
relevante de la produccién agricola. Ha sido y sigue siendo el producto de mayor consumo

y por
fundamentalmente a través de unos 6.5 millones de toneladas que se consumen

nacional persona en el pais; es la fuente principal de carbohidratos,
directamente como tortillas y alrededor de 2.5 millones de toneladas de otras formas. El
volumen de produccion durante los ultimos afos se ha mantenido en aproximadamente 21
millones de toneladas, de las cuales el 89% es de maiz blanco y el resto corresponde a
maiz amarillo y a maices pigmentados. En la actualidad la produccion de maiz criollo en
México presenta un rendimiento desde 1 ton/ha hasta 3.36 ton/ha (Salinas, 2010). Se
estima que la poblacién mundial alcanzard los 8 000 millones en el afio 2030, lo cual

representa 2000 millones mas que en la actualidad. (Ripusudan et al, 2001)
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El maiz es una de las especies vegetales mas productiva, tanto en su produccion global,
cerca de 600 millones de toneladas por afios, como en su productividad, mas de 4 ton/ha.
Su difusion fue mas réapida en las zonas templadas en las cuales representa cerca del 40%
del area cosechada y el 60% de la produccion mundial. Sin embargo hay variedades de
maiz para casi cualquier necesidad especifica; existen variedades de 1.5 a 5 metros de
altura; diferentes grados de tolerancia al calor, frio o sequia; adaptacion a diferentes tipos
de suelo, altitud y latitud. ElI maiz se cultiva desde las costas del Golfo o del Pacifico hasta
casi 3000 metros sobre el nivel del mar, se siembra en regiones con precipitacion pluvial

menor a 400 mm hasta cercana a 3000 mm (Ripusudan et al, 2001).

Los principales productores son Sinaloa, Jalisco, México, Michoacan, Chiapas, Guanajuato,

Guerrero, Veracruz, Puebla y Oaxaca (Salinas, 2010).

3.2. Colorantes Naturales

La calidad de los alimentos se basa en sus caracteristicas microbiologicas, color, sabor,
textura y valor nutritivo. Dependiendo del alimento en particular, estos factores pesan en
grado diverso al evaluar la calidad global, sin embargo, uno de los mas importantes
atributos de la calidad sensorial de un alimento es el color, razon por la cual la industria de
alimentos enfoca gran parte de sus investigaciones a los colorantes. El término colorante
es una designacion general que se refiere a cualquier compuesto quimico que imparte
color, mientras que el término pigmentos se refiere a los constituyentes normales de las
células o tejidos que imparten color.

Existe mucha informacion acerca de los colorantes usados en la industria de alimentos
clasificandose por su origen en: colorantes naturales, colorantes idénticos al natural y
colorantes artificiales (Badui, 2006). Actualmente se ha demostrado que algunos colorantes
artificiales son causantes de enfermedades por lo que se ha buscado obtener fuentes
naturales de colorantes que ademas de proporcionar color al producto alimenticio tiene
efectos benéficos a la salud, ya que en la planta no solo sirven para dar color sino que
tienen funciones de defensa y antioxidantes (Fennema, 2008)

Existe una amplia variedad de colorantes naturales, pueden ser de origen animal, mineral y
vegetal, y son estos ultimos los mas abundantes, pues el color presentado en todas las

plantas, frutas y flores es generado por una inmensa cantidad de compuestos diferentes,
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los cuales se han clasificado en dos grandes grupos: uno el que tiene cromdéforos con
sistemas conjugados y otro con porfirinas coordinadas con metales. El primer grupo incluye
carotenoides, antocianinas y betalainas. El segundo, incluye a la mioglobina, clorofila y sus
derivados. Sin embargo, la clasificacion mas usada es determinada por su solubilidad
teniéndose los colorantes hidrofébicos e hidrofilicos. Dentro de los colorantes hidrofobicos
estan los carotenoides y de los hidrofilicos estan las antocianinas, clorofilas y betalainas.

Con esta variedad de compuestos coloridos es posible encontrar en la naturaleza todos los
matices y combinaciones de colores del espectro, existiendo predominio en general de los

colores verde, rojo, amarillo y azul.

Estos compuestos coloridos desempefian un papel fundamental en la naturaleza,
interviniendo de forma directa en los procesos de polinizacion, alimentacion, proteccion,
etc. Hoy en dia una gran variedad de estos colorantes se usan tanto en la industria
farmacéutica y textil como en la industria de alimentos. Debido a que estos colorantes son
usados para consumo humano, es necesario tener un control en el método de extraccion
ya que no se pueden utilizar disolventes u otros reactivos que sean toxicos. Ademas es
necesaria su caracterizacion y cuantificacibn para darles un uso de acuerdo a las

propiedades que presenten.

Los colorantes naturales presentan ciertas desventajas frente a los colorantes artificiales,
ya que el costo real de su extraccion es alto y su estabilidad es limitada ya que su
estructura se afecta por cambios de pH, luz, temperatura, presencia de metales y enzimas.
Por esta razon es importante encontrar colorantes naturales que sean mas estables y cuyo

proceso de extraccién sea costeable en un proceso industrial.
3.2.1. Estabilizantes

Debido a la inestabilidad de los colorantes naturales es necesario proteger su estructura
para tener una mayor estabilidad, esta proteccion se puede llevar acabo por medio
compuestos como polisacaridos (almiddén, maltodextrinas, ciclodextrinas, carboximetil
celulosa, gomas arabiga, alginato de sodio, etc,), lipidos (ceras y grasas) y proteinas
(gelatina, proteina de soja, caseinatos, etc.) (Pedroza, 2002). Este proceso permite la

encapsulacion de compuestos como agentes saborizantes, edulcorantes, colorantes y
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aromatizantes. La encapsulacion de pigmentos en estas matrices permite aumentar la vida
atil del colorante ya que estos materiales presentan una protecciéon de humedad, oxigeno,
calor u otras condiciones extremas (Escalona, 2004).

Existe una amplia variedad de materiales para lograr la encapsulacion, sin embargo, es
importante considerar las caracteristicas en cuanto a solubilidad, fuerza, facilidad de
aplicacion, permeabilidad, ya que todas ellas influiran en las caracteristicas del producto

final (Pedroza, 2002). Dentro de lo materiales utilizados en alimentos se encuentra:

Ciclodextrina. Son compuestos macrociclicos formados por varias unidades de glucosa
unidas mediante enlaces a-D-(1-4). A pesar de su alta solubilidad en agua, la cavidad
interna de las ciclodextrinas es apolar (Martinez, 2007)

Dextrina. El cual es un polisacarido nutritivo no dulce que consiste en unidades de D-
glucosa unidas principalmente por enlaces a-(1-4), presenta baja higroscopicidad, buena
solubilidad y bajo poder edulcorante. Se ha usado para la microencapuslacion del

pigmento luteina-enocianina (Escalona, 2004).

Inulina. Es un polimero de unidades B-D-fructofuranosilo unidas por enlaces 2-1, no son
digeribles por el cuerpo humano solo es degradado por la microbiota del colén. Se ha
usado para la microencapsulacién de compuestos bioactivos del nopal (Beirdo da Costa,
2012)

Harina de Amaranto. El almidon del amaranto es distintivo. En forma natural tiene
contenidos de amilopectina. Los granulos de almidon son poligonales y miden de 1-3
micrémetros de diametro. Debido al tamafio tan pequefio del granulo de almidén, se ha
reportado que cuando es secado por aspersion puede formar agregados esféricos que
muestran cavidades donde se pueden incluir y estabilizar sustancias como colorantes y

saborizantes (Paredes, 2006).
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3.3. Generalidades de Antocianinas

Las antocianinas son el grupo de colorantes hidrofilicos mas importantes en la naturaleza.
Forman parte de los flavonoides que se caracterizan principalmente por el nimero de
atomos de carbono de su esqueleto basico, siendo C6-C3-C6.

Las antocianinas estan formadas por dos grupos aromaticos representados en la figura 9
en donde se muestra un benzopirilio y un anillo fendlico. Esta estructura es la responsable
de la coloracién que va desde rojo hasta azul, se conocen mas de 4000 antocianinas, las
cuales se diferencian unas de otras por sus sustituyentes en el esqueleto basico. Se
encuentran distribuidas en toda la estructura de la planta y varia su concentracion

dependiendo del grado de madurez, condiciones de cultivo, proceso, almacenamiento, etc.
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Figura 9. Estructura General de las antocianinas
En la naturaleza las antocianinas se encuentran agrupadas para obtener una mayor
estabilidad. Se agrupan con otros fendlicos principalmente mediante puentes de hidrogeno,
o interacciones entre anillos bencénicos. Estos complejos se estabilizan por la presencia de
metales bivalentes, asi como por la sustitucién con el 4cido cumarico y por la glicosidacion,
lo que estabiliza el pigmento frente a la accidén enzimética y a la luz.
El nivel de hidroxilacion o metilacion en la molécula determina el color: a mayor
hidroxilacion se presenta una tonalidad mas azul, y a mayor metilacion la coloracion es roja
principalmente.
El azacar presente en la molécula de las antocianinas les confiere una gran solubilidad y
estabilidad, generalmente el azlcar se une a la antocianidina en la posicion 3 del grupo
fendlico, aunque puede también unirse en las posiciones 5y 7.
En algunos casos los azucares estan acilados con grupos acilo derivados del acido acético

o derivados del acido cinamico (p-cumarico, caféico, ferulico o sinapico).
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De esta forma se tiene una gran variedad de antocianinas, de las cuales seis son las mas
recurrentes: cianidina, pelargonidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina.

Estas moléculas presentan sensibilidad a diversos factores como la temperatura, luz,
oxigeno y metales.

La sintesis de antocianinas ocurre en el citoplasma de la célula, cerca del reticulo
endoplasmico se localiza el conjunto de enzimas que participan en el proceso. Formada la
antocianina, se deposita en la vacuola, mediante un fendbmeno de transporte, una vez
dentro las antocianinas se localizan en pequefios cuerpos esféricos conocidos como
“antocianoplastos”. Dentro de los tejidos vegetales se tiene un pH tipico entre 3.5 y 5.5.
Para mantener el color, las antocianinas se auto-asocian para formar pilas helicoidales
mediante atracciones hidrofébicas y por puentes de hidrégeno entre los nucleos de flavilio.
El apilamiento tiende a proteger los grupos croméforos asociados al azucar frente a la
reaccion de hidratacion. Otro mecanismo es la copigmentacion.

Se han realizado diversas investigaciones sobre la extraccion de antocianinas de diferentes
fuentes, como la mora, fresa, ciruela, maiz morado, frijoles, entre otros. En la tabla 7 se
muestran algunos de los métodos de extraccién usados para la obtencion de antocianinas

de maiz morado.

Tabla 6. Diferentes condiciones de extraccion de antocianinas de maiz morado

Harina de Metanol 50% 5% A&c : 24 horas (Salinas et.al.
Maiz Acético 2003)
Maiz Metanol 95%  5%aAc. 1 No especificado 24 horas (Cuevas, 2008)
molido Acético
Olote  de Metanol 100% Ninguno 1 4:1 24 horas en la (Zhendong y
maiz obscuridad ~ Weiwei, 2010)
morado
Cereales  Metanol85% 1 N HC 1 8:1 30 min (El-Sayed et al
15% 2006)
( ]
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3.4. Métodos de Extraccion

Los materiales vegetales son recursos invaluables y Utiles diariamente, los cuales proveen
un recurso interminable de materia prima a las industrias farmacéutica, cosmética y de
alimentos. Sus primeros usos en la antigiedad fueron con fines nutricionales pero sus
cualidades médicas fueron descubiertas muy pronto por los pueblos antiguos. El interés por
los compuestos presentes en plantas de ha intensificado en los Ultimos tiempos, con la
identificacion de nuevos compuestos Utiles para las distintas industrias y el descubrimiento
de nuevas aplicaciones. Se ha determinado que en algunos casos la extraccion puede ser
mas econdmica que la sintesis quimica de los compuestos de interés, razon por la cual una
extraccion que permita mayor productividad es definitivamente el punto de interés de la

industria.

Los métodos de extraccion clasicos ocupan una cantidad elevada de disolventes organicos,
se requieren tiempos prolongados y en ocasiones se utiliza una temperatura elevada para
mejorar la extraccion. En el caso de las antocianinas al ser sensibles al calentamiento y a la
luz es necesario tener un método de extraccion el cual sea eficiente y permita su
estabilidad (Castafieda, 2008)

3.4.1. Métodos clasicos de extraccion

Los métodos clasicos o tradicionales de extraccion se basan en la solubilidad del
compuesto. Dependiendo de ella se elegira el disolvente para la extraccion. Ademas, es
importante  conocer qué otros componentes se encuentran interaccionando con el
compuesto de interés. EI mecanismo de extraccién involucra dos fenémenos fisicos:
difusion a través de la pared celular y el lavado de los contenidos celulares, una vez que las
paredes de han roto.

3.4.1.1. Maceracion

La extraccion por maceracion es un proceso de extraccion solido-liquido, donde la materia
prima posee una serie de compuestos solubles en el liquido de extraccion. Se basa
principalmente en la seleccion de solventes, temperatura y agitacion con el fin de

incrementar la solubilidad de los materiales y la tasa de transferencia de masa. Se separan
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los compuestos con base en sus solubilidades. Existen dos métodos de maceracion de
acuerdo a la temperatura, los cuales son: maceracion en frio la cual consiste en sumergir el
producto con la cantidad suficiente de solvente para cubrirlo totalmente, presentando la
ventaja de utilizar equipos simples y cantidades minimas de energia y no altera las
propiedades de lo que se desea extraer. El otro método es la maceracién en caliente, el
cual es similar al método de maceracion en frio con la uUnica diferencia del uso de
temperatura, la cual acelera el proceso. Sin embargo, la desventaja de este Ultimo es que
puede destruir algunas propiedades del compuesto de interés, ya que muchas veces se

trata de compuestos termolabiles.

3.4.2. Métodos modernos de extraccion

Aungque los métodos clasicos han brindado buenos resultados, la industria considera
esencial el desarrollo de nuevos métodos y técnicas que mejoren las condiciones de
procesado. Las tecnologias novedosas significan un menor consumo de energia, son
menos contaminantes y permiten realizar procesos quimicos mas selectivos. Dentro de
estas tecnologias se incluyen fluidos super criticos, alta presién, ultrasonidos, microondas,

etc.
3.4.2.1. Sonicacion

La extraccion usando la sonicacion se basa en la emisibn de ondas de sonido cuya
frecuencia es mas alta de la que el oido humano puede captar. Se pueden distinguir dos
zonas de ultrasonidos: la primera incluye las ondas de alta frecuencia (1-10MHz), cuya
energia es baja: la segunda se refiere a las ondas de baja frecuencia (20-200 kHz) y

corresponde a los ultrasonidos de mayor energia.

Los ultrasonidos ejercen su efecto a través de burbujas de cavitacion. Estas se forman en
el ciclo de depresion de la onda, cuando la estructura del liquido literalmente se abre por la
presién negativa para formar burbujas microscépicas. Las ondas ultrasénicas dan como
resultado la separacion molecular formando “microburbujas” o cavidades (cavitacion). Las
ondas van influyendo en la formacion de las burbujas en funcién del tiempo. Una vez que la
burbuja tiene un tamafio considerable, se desplaza a otro lugar de mayor presién, siendo

en este punto donde la burbuja instantaneamente implota, produciendo presiones de unas
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500 atm y unos 5°C de temperatura. Esta presion y temperatura producida en un punto
muy pequefio produce la ruptura de las paredes celulares. Ademas la onda de choque que
produce la ruptura de burbujas rompe la estructura del disolvente, lo que afecta la
reactividad al alterar la solvatacion de especies reactivas. En medios heterogéneos solido-
liquido actdan produciendo fragmentaciones y reduccion del tamafio de particula que
proporciona nueva superficie aumentando el area efectiva disponible, el ultrasonido
ademas facilita la rehidratacion del tejido si se estan utilizando materiales secos al abrir los
poros, lo cual a su vez incrementa el transporte de masa de los constituyentes solubles por

difusién y procesos osmoticos.

El ultrasonido se ha usado para la extraccion de diferentes compuestos como el licopeno a
partir del tomate, asi como para la extraccion de antocianinas, ya que es un proceso que no
involucra calentamiento. Se han usado equipos que alcanzan 1500W de potencia y el
tiempo méximo de extraccion es de 2-10 min (Tiwari et al, 2010).

3.4.2.2. Microondas

La regién de microondas del espectro electromagnético esta asociada a longitudes de onda
de 1cm a 1m. Las longitudes de onda entre 1 cm y 25 cm se utilizan para transmisiones de
radar y las restantes se utilizan para telecomunicaciones. Para las aplicaciones comerciales
la frecuencia de microondas esté regulada en 2450 MHz. La energia transmitida por la
radiacion es de 0.13 cal/mol.

La radiacibn con microondas es un modo alternativo de introducir energia térmica. La
calefaccién dieléctrica con microondas utiliza la posibilidad de algunos soélidos o liquidos de
transformar la energia electromagnética en calor. Este modo de conversion de la energia in
situ tiene muchos atractivos ya que su magnitud depende de las propiedades de las

moléculas, por lo que puede utilizarse para obtener selectividad.

Con microondas, la transferencia de energia no se produce por convecciéon o conduccion
como en la calefaccion convencional, sino por pérdidas dieléctricas. La propension de una
muestra a calentarse con microondas depende de sus propiedades dieléctricas, el factor de
pérdida dieléctrica y la constante dieléctrica. Como guia, se considera que compuestos con

constantes dieléctricas grandes tienden a calentarse rapidamente con microondas,
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mientras que sustancias menos polares o compuestos que no tienen momento dipolar y

compuestos cristalinos altamente ordenados absorben pobremente.

La energia de microondas se deposita directamente en el material calentado, por tanto el
interior del objeto puede calentarse sin mediacion de calefaccion conductiva vy
generalmente las temperaturas en el interior de los materiales son mayores que cerca de la
superficie. Por este motivo la calefaccion con microondas se considera una calefaccion
volumétrica, ya que se calienta el volumen del material y no la superficie. Por ello es

ventajoso emplear recipientes cilindricos que tienen una baja relacion superficie: volumen.

La caracteristica mas conocida de la radiacidbn con microondas es la extraordinaria
velocidad de calefaccion, el efecto de aceleracion y por lo tanto la reduccion de tiempos se
ha aplicado con éxito para la extraccidon de muestras y para reducir el tiempo de reacciéon

de numerosos procesos.

La extraccion por microondas se usa para la obtencion de metabolitos secundarios,
flavonoides, quinonas, terpenoides y alcaloides, la éxito de la extraccion depende de varios
factores como la potencia, frecuencia, tiempo, tamafio de particula, himedas de la
muestra, tipo y concentracibn de solvente, relacion solido:liquido, temperatura de
extraccidn, presion asi como el nimero de extracciones. Se han usado microondas para la
extraccion de quinonas donde se ha encontrado que la actividad antioxidante es igual a la
obtenida por la extraccibn con Soxhlet, y mucho mayor a la actividad obtenida por
maceracion y ultrasonido (Zhang et al, 2011).

3.4.2.3. Extraccion asistida por enzimas
La extraccion de compuestos bioactivos asistida por enzimas se basa en la propiedad que
tienen las enzimas para hidrolizar los polisacéaridos de la pared celular y membranas de los
vegetales, ya que como consecuencia de esta hidrélisis se incrementan la formacién de
poros y el tamafo de estos; por lo tanto permite una mejor difusion del solvente a través del
tejido de las frutas o vegetales, dando como resultado una mayor y rapida recuperacion de
los compuestos extraidos. Las enzimas tienen la propiedad de catalizar reacciones con

gran especificidad y regioselectividad, sin que interaccionen con el compuesto que se
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desea extraer. Ademas, este método de extraccién brinda la posibilidad de realizar la
extraccion usando tecnologias mas limpias para el cuidado del medio (Puri et al, 2012).

El uso de enzimas como un tratamiento previo en la extraccion ayuda disminuir el uso de
solventes y tiempo de extraccion aumentando su rendimiento.

Las enzimas mas utilizadas para la extraccion son las celulasas, pectinasas y
hemicelulasas, ya que el principal componente estructural de los vegetales es la celulosa,
la cual funciona en la materia prima vegetal como un secuestrador o barrera estructural que

limita la liberacion de los componentes de interés (Figura 10).
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| pomary
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| wall

plasma
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oellulose synthase complex
emhedded in pm

Hemicelulosa+ Lignina

Celulosa

L S0 mm |

Figura 10. Estructura de la pared celular, compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina.

La celulosa es un polisacarido formado por unidades de glucosa, las cuales se mantienen
unidas mediante enlaces B-1,4-glucosidicos. Pero ademas, la configuracion B le permite a
la celulosa formar cadenas largas y lineales, las cuales no se presentan aisladas sino
unidas entre si mediante enlaces de hidrogeno intramolecular, formando una estructura

supramolecular cristalina y organizada, resistente a la hidrdlisis. La acciéon enzimatica para
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llevar a cabo la hidrolisis de la celulosa implica la operacion secuencial y la accion
sinergista de un grupo de celulasas, que presentan diferentes sitios de enlace, debido a la
naturaleza compleja de la molécula de celulosa. El sistema celulasa tipico incluye tres tipos
de enzimas: la endo-B-1,4-glucanasa, la exo-p-1,4-glucanasa y la B-1,4-glucosidasa
(celobiasa). EI mecanismo para la degradacion de la celulosa puede resumirse en tres
etapas: Primero la endo-B-1,4-glucanasa actua al azar sobre los enlaces B-1,4 glucosidicos
internos presentes entre las unidades de glucosa que forman la molécula de celulosa, y
convierte las cadenas largas a oligosacaridos, los cuales mantienen la configuracion 8 de
Su estructura. La accion de esta enzima es sobre las regiones amorfas de la molécula de
celulosa o sobre la superficie de las microfibrillas, y tiene como resultado la disminucion de
la longitud de la cadena de celulosa y la creacién de nuevos extremos reactivos que sirven
de sustrato para la segunda etapa, en la cual actia la exo B-1,4-glucanasa, la cual es una
enzima que corta la cadena 1,4 B-D-glucano a partir del extremo no reductor de la molécula
de celulosa y de las celodextrinas, Io que provoca la remocién de unidades de celobiosa o
glucosa. Ambas enzimas endoglucanasa y exoglucanasa son inhibidas por uno de los
productos de la hidrélisis enzimatica, la celobiosa, lo que disminuye la eficiencia de la
hidrélisis. Una vez degradada las zonas amorfas de la celulosa, tiene lugar la tercera etapa
de la hidrdlisis, en donde la region cristalina comienza a ser hidrolizada, como resultado de
la accion sinergistica de la endoglucanasa y la exoglucanasa. Finalmetne, una etapa que
limita la degradacion de la celulosa es la hidrdlisis de la celobiosa a glucosa mediante la
accion de la B-1,4-glucosidadas, porque las glucanasas son inhibidas por la celobiosa.

La extraccion asistida por enzimas ha permitido obtener caroteno, licopeno, capsaicina,
antocianinas, inulina, pectina, flavonoides, catequinas, entre otros. El uso de enzimas

mejora la extraccion de compuestos fendlicos de un 32.33 a un 61.90% (Puri et al, 2012).
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4. HIPOTESIS

Si las antocianinas estan ligadas covalentemente a la pared celular, al usar métodos
fisicos o biologicos que rompan esta estructura, se facilitara la difusion del disolvente
teniendo una mayor interaccion con las antocianinas logrando asi un mayor

rendimiento en su extraccion.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo General

= Determinar las condiciones Optimas para extraer las antocianinas presentes en el
totomoxtle y el olote de maiz criollo mediante tecnologias de extraccion alternativas
@ Evaluar la estabilidad del extracto de antocianinas obtenido del totomoxtle frente a

diferentes acidos y a vehiculos como la inulina, dextrina y harina de amaranto.

5.2. Objetivo Particular

@l Determinar el tiempo de extraccién, disolvente y acido a utilizar, relacién
soluto:disolvente y numero de extracciones para obtener las antocianinas del
totomoxtle por el método de maceracion.

i Evaluar la potencia del sonicador y determinar el tiempo éptimo de extraccion
para las antocianinas del totomoxtle

¥ Cuantificar las antocianinas del olote obtenidas por el método O6ptimo de
sonicacion.

®i Determinar el tiempo 6ptimo de extraccion para el método de microondas

&l Cuantificar las antocianinas del olote obtenidas por el método de microondas con
el mejor tiempo de extraccion.

i Para el método enzimatico obtener las condiciones de accién enzimatica para la
extraccion de antocianinas a partir del residuo de la extraccion del totomoxtle.

Evaluar la estabilidad de antocianinas frente a diferentes acidos y vehiculos usando

un extracto de antocianinas del totomoxtle.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para lograr los objetivos planteados se disefio el siguiente diagrama general:

*Molienda
eDeterminaciéon de Humedad

Preparacion de
muestra

eTiempo

Determinar

condiciones dptimas :z'csigi;’ente
de extraccion eRelacion soluto/disolvente

(Maceracion) eNumero de extracciones

Extraccion de

.. eSonicacion
antocianinas con .
i *Microondas
métodos eEnzimatico

alternativos

eEstabilidad frente a
diferentes acidos

eEvaluacion de color usando
diferentes vehiculos

Evaluacion de la
estabiidad

Figura 11. Proceso general del proyecto, donde se muestran las cuatro etapas del proyecto

27

—
| —



El trabajo se dividio en cuatro etapas:

PRIMERA ETAPA Preparacion de la muestra.

TOTOMOXTLE: Todas las hojas se cortaron en cuadros de 2 a 4 cm aproximadamente
para posteriormente molerlas en un molino KRUPS GX4100 durante periodos de 2 minutos
hasta obtener un tamafio de particula uniforme. Este material se pasé por un tamiz No. 60 y

se obtuvo un tamafio de particula de 0.24mm.

OLOTE: Del olote solo se us6 la superficie, por lo que esta parte se separ6 con ayuda de
un rallador, y se obtuvo Unicamente la parte colorida, éste se pas6 por el molino durante

periodos de 2 minutos hasta obtener un tamafio de particula de  0.24 mm.

A las muestras ya molidas se les determin6 humedad por el método de estufa a una
temperatura de 90°C durante 24 horas. Las muestras ya molidas se almacenaron en un

anaquel protegido de la luz a temperatura ambiente para su posterior analisis.

SEGUNDA ETAPA. Determinacion de condiciones dptimas de extraccion

El objetivo de esta segunda etapa fue encontrar cuales son las condiciones Optimas de
extraccion de antocianinas. Las variables que se estudiaron fueron: disolvente, tiempo,
relacion soluto/disolvente, nUmero de extracciones y tiempo de extraccién; manteniéndose

constante la agitacion, luz, y una atmésfera inerte.

Se uso6 el método de metanol 80% acidificado al 1% con &cido acético debido a que es el
que ha demostrado en diferentes investigaciones (dyvind y Kenneth, 2006) mejores
resultados en la extraccion de antocianinas, se decidid estudiar el efecto 4 acidos, ademas
del acético, que fueron: el tartarico, lactico, citrico y ferdulico, y la relacion soluto disolvente
desde 1:200 hasta 1:10 y se determinaron antocianinas totales en la primera y segunda

extraccion (figura 12).
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’Totomoxtle

vaulacion de
a Extraccion

Relacién Numero de
Soluto/Disolvente xtracciones

“Tiempo cero ] etanol dcido -Acético

-15 minutos -Etanol acido 80% _Lactico

-30 minutos

Figura 12. Diagrama Experimental de la determinacion de condiciones 6ptimas de extraccion.

a)
b)

c)
d)
e)
f)
9)

h)

Se pesaron 0.5 gramos del totomoxtle y se le adicion6 5 mL de disolvente.

Se cubrié con aluminio y se les inyect6 nitrégeno durante 2 minutos para asegurar el
desplazamiento del oxigeno.

Se agit6 durante 15, 30, 45, 60 y 75 min, a temperatura ambiente y a 300 rpm.

Se filtré con vacié usando nylon como filtro para evitar la perdida de antocianinas.

Se realiz6 la segunda extraccién, con la misma cantidad de disolvente.

Los dos extractos obtenidos de juntaron,

Se evapord el disolvente en el rotavapor hasta obtener un extracto rico en
antocianinas.

Se aforo el extracto a 5 mL con agua acidificada con acido lactico al 40% para obtener

un pH de 2 y realizar las mediciones correspondientes.
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TERCERA ETAPA .Extraccion de antocianinas por métodos alternativos

En la tercera etapa se evaluaron los diferentes métodos de extraccion con el olote y el
totomoxtle. En esta etapa se busco determinar la eficiencia de cada método y obtener las
mejores condiciones de las variables méas significativas de cada uno de los métodos de
extraccion estudiados. Las pruebas para la evaluacion se hicieron Unicamente con el

totomoxtle y ya obtenidas las mejores condiciones se aplicaron al olote.

Métodos de
Extraccion
T
I 1
i
Olote Totomoxtle
e ee— T —
| | 1
Maceracion Sonicacién Microondas Enzimatico
L,
*Enzima
*“Tiempo de Extraccion *Termperatura
{ * liempo de extraccion “Potencia del *Tempo de Extraccion - > X
Sonicador Concentracion
*Tiempo de Extracclon

Figura 13. Diagrama experimental de la extraccidn de antocianinas por diferentes métodos

SONICACION

a) Se pesaron 0.5 gramos del totomoxtle y se le adiciond 5 mL de etanol 80%

b) Se les inyecto nitrégeno durante 2 minutos para asegurar el desplazamiento del
oxigeno.

c)Se sonico6 durante 15, 30, 45y 60 a temperatura ambiente, usando un sonicador de 70
y 100 W.

d) Se filtr6 con vacio usando nylon como filtro para evitar la pérdida de antocianinas.

e) Se realiz6 la segunda extraccién, con la misma cantidad de disolvente.

f) Los dos extractos obtenidos de juntaron,

g) Se evaporo el disolvente en el rotavapor hasta obtener un extracto rico en antocianinas.

h) Se aforé el extracto a 5 mL con agua acidificada con acido lactico al 40% para obtener
un pH de 2 y realizar las mediciones correspondientes.

MICROONDAS

—
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a) Se pesaron 2 gramos del totomoxtle y se le adicion6 20 mL de etanol 80%

b)
c)

d)
e)
f)
9)

h)

Se coloco en un bafio de hielo
Se sometid la muestra a pulsos de 30 segundos, se dejo enfriar y se sometio a otros
30 segundos, dependiendo del tiempo a evaluar.
Se filtré con vacio usando nylon como filtro para evitar la perdida de antocianinas.
Se realizé la segunda extraccion, con la misma cantidad de disolvente.
Los dos extractos obtenidos de juntaron.
Se evaporo el disolvente en el rotavapor hasta obtener un extracto rico en
antocianinas.
Se aforo el extracto a 5 mL con agua acidificada con &acido lactico al 40% para obtener
un pH de 2 y realizar las mediciones correspondientes.

ENzZIMATICO

a)
b)
c)
d)
e)

f)
9)
h)

Se pesaron 0.5 gramos del residuo obtenido de la extraccion del totomoxtle

Se le adicioné 5 mL de buffer de citratos pH 5y pH 3.

Se agrego6 el 10, 15y 20% de enzima (Xylanasas, Celluclast 1.5L y Depol 740)

Se cubri6 el matraz con aluminio

Se les inyectd nitrégeno durante 2 minutos para asegurar el desplazamiento del
oxigeno.

Se agité a 300 rpm por 6,12 y 24 horas a una temperatura de 30°C, 40°C y 50°C

Se filtré con vacié usando nylon como filtro para evitar la pérdida de antocianinas.

Se evaporo el buffer en el rotavapor hasta obtener un extracto rico en antocianinas.
Se aford el extracto a 5 mL con agua acidificada con acido lactico al 40% para

obtener un pH de 2 y realizar las mediciones correspondientes.

CUARTA ETAPA. Evaluacion de la estabilidad de antocianinas del totomoxtle

31

—
| —



Para la etapa final proyecto se evalud la estabilidad de las antocianinas de totomoxtle
frente a diferentes vehiculos y &cidos de acuerdo a los materiales usados por Escalona en
2004 y Beirdo da Costa en el 2012 ya que reportan el uso de dextrinas e inulina para la
encapsulacion de colorantes y compuestos bioactivos y se decidio evaluar la efectividad de
la harina de amaranto como vehiculo para la proteccion de las antocianinas debido a la
extructura que presentan los granulos de almidén lo que podria ayudar a proteger al

colorante (Paredes, 2006).

Extracto de
antocianinas

Harina de *Léctico
Amaranto *Citrico

Dextrina

*Tartarico

*Ferulico

Figura 14. Diagrama experimental para la evaluacion de la estabilidad en diferentes acidos y vehiculos

ESTABILIDAD FRENTE A DIFERENTES ACIDOS.

a) Se pesaron 0.5 gramos del totomoxtle y se le adicioné 5 mL de etanol al 80% con 1%
de &cido tartéarico, lactico, citrico y ferdlico.

b) Se cubridé con aluminio y se les inyecté nitrogeno durante 2 minutos para asegurar el
desplazamiento del oxigeno.

c) Se agité durante 30 min, a temperatura ambiente y a 300 rpm.

d) Se filtré con vacio usando nylon como filtro para evitar la pérdida de antocianinas.

e) Se realizé la segunda extraccion, con la misma cantidad de disolvente.

f) Los dos extractos obtenidos de juntaron,

g) Se evaporo el disolvente en el rotavapor hasta obtener un extracto rico en antocianinas.

h) Se afor6 el extracto a 5 mL con agua acidificada con el mismo acido usado en la

extraccion
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i) Se determinaron antocianinas totales al tiempo cero, 20, 30, 40, 80 y 100 dias.

EVALUACION DEL COLOR USANDO DIFERENTES VEHICULOS

Para esta etapa se extrajo suficiente cantidad de extracto de antocianinas a partir del

totomoxtle usando el método de sonicacion.

a) Se pesaron 2 gramos de extracto obtenido.

b) Se le agrego el vehiculo (harina de amaranto, inulina y dextrina) poco a poco y se paso
a un mortero para homogeneizar y obtener un polvo el cual no presente grumos, esta es
la presentacion sdlida.

c) Del polvo obtenido pesar 1 gramos y aforar a 10 ml con agua, esta es la presentacion
liquida.

d) Medir color por medio del colorimetro.
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7. MATERIALES Y METODOS

Equipos

Licuadora Osterizer

Molino KRUPS GX4100

Agitadora Thermo scientific

Rotavapor R-215, con bafio de calentamiento B-491, controlador de vacio V-850,
bomba de vacio V-700 marca Biichi.

Cromatogréfo de liquidos de alta resolucion HPLC: Autoinyector Waters 2707, bomba
Waters 1525 marca Waters, detector UV Waters 2478 y Desgasificador se uso el
Software Empower.

Columna Hypersil GOLD 250 x 4.6 mm 5 um. Marca Thermo sicentific

Balanza analitica OHAUS AP1105

Espectrofotdmetro GBC-CINTRAL

Microondas Daevo 600 W, 2450 MHz

Sonicador branson 1510 potencia: 70 W, 42 KHz

Sonicado branson 3510 potencia: 100 W, 42KHz

Colorimetro Minolta CM-3600d

Depol740L proveedor Biocatalysts. Su principal actividad es como feruloilesterasa (36
U/g), obtenida de Humicola sp

Xilanasas. Su principal actividad es como pentosanasas y pectinasas (1170 U/qg)
obtenida a partir de la fermentacion del olote de Aspergillus flavipes. La enzima fue
concentrada por ultrafiltracién.

Celluclast 1.5L proveedor novozymes. Su principal actividad es como celulosas (700
U/g) es producida por la fermentacion sumergida de una cepa de Trichoderma y
cataliza la descomposicion de la celulosa en glucosa, celobiosa, y polimeros

superiores de glucosa.
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7.1. Datos de la muestra

En este proyecto se analizan el totomoxtle y olote de maiz criollo proveniente de la region
de Ixtenco-Tlaxcala.

El material obtenido fue de un solo productor y todo el material se homogeneiz6 al mismo

tiempo para tener la misma muestra durante todo el proyecto.

7.2. Determinacion de Antocianinas Totales

Considerando el pH como uno de los principales factores del medio que afecta la
estabilidad del color de las antocianinas, los espectros de UV-VIS a diferentes valores de
pH también varian, usando esta propiedad se puede saber si las antocianinas estdn o no
polimerizadas. La concentracion de antocianinas entonces se determind por absorbancia
usando el método pH-diferencial. Estas moléculas dan dos bandas de absorcién en la
region UV (260-280 nm) y la region visible (490-550 nm). El método de pH-diferencial
propuesto por Giustin y Wrolstad en el 2001 permite la estimacion alternativa del contenido
de antocianinas totales, incluso en la presencia de pigmentos polimerizados y otras

interferencias.

Las mediciones se hicieron a partir de una dilucion del extracto obtenido ya que la
concentracion de antocianinas sobrepasa el limite maximo de cuantificacion, el factor de
dilucion usado fue de 10 y de este extracto se tomaron 200 uL y se mezclaron con 1.800
uL de buffer de acetatos 0.4 M y cloruros 0.025 M para realizar una medicion de

absorbancia a pH 4.5 y la otra de pH 1.
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Se midi6 la absorbancia en el espectro visible (510 y 700 nm) mediante el
espectrofotometro Uv-Vis GBC-Cintral. El contenido de antocianinas totales se expresa
como mg/L de cianidina 3-glucésido. Para el calculo se usan las siguientes ecuaciones:

AT: (Amax. vis — A?OO nm)le,O - (Amax vis — A?OO nm)pH4,5 Ecuacion 1

ATXPMXFDX1000 .
Antp =L — Ecuacion 2

Donde:

PM: cianidina-3-glucésido: 449.2 g/mol
FD: Factor de dilucion. (10)
£: Absortividad molar de la cianidina.-3-glucosido: 26900 L/cm mg

La concentracién final de antocianinas en mg/g se calcula en base al volumen de extracto y

peso de la muestra, tomando en cuenta la dilucion que se hizo a partir del extracto.

7.3. Determinacion de Fenoles totales

Para la determinacion de fenoles totales se usé la técnica de Folin-Ciocalteu, la cual es la
mas empleada. Se fundamenta en el poder reductor del reactivo de Folin, qgue es una
mezcla de acido fosfowolframico y forsfomolibdico en medio basico, que se reducen al
oxidar los compuestos fendlicos, originando o6xidos azules de wolframio (WgOg3) Yy
molibdeno (MogO-3). La absorbancia de color azul se mide a 760 nm.

Se tomaron 200 pL del extracto y se agregaron en 2 mL de carbonato de sodio y se
dejaron 2 min. Se le afiadi6 el reactivo de Folin Ciocalteu diluido con agua (1:1) y se dejé
por 30 min.

Se midié la absorbancia a 760 nm.

Para conocer la concentracion de polifenoles totales se elaboré una curva patron con acido

tanico en un rango de concentracion de 0-1mQgac tanico/ML.

36

—
| —
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Figura 15. Curva patrén para la cuantificacion de fenoles totales.

7.4. Cuantificacion por HPLC

Para la identificacion del perfil se antocianinas se uso la cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC) ya que es el método mas comun para obtener el perfil de antocianinas.
El extracto que se inyect6 fue el obtenido de la dilucion 1:10 con 40% de &acido acético en
todos los casos para obtener un pH de 2 y lograr la correcta separacion de las sefiales en
el HPLC.

La separacion de las antocianinas se llevo a cabo en una columna Hypersil Gold (250x4.5
mm, 5um) usando un sistema HPLC con detector dual de absorbancia. El flujo fue de 1.2
mL/min, se uso un sistema de gradiente usando de fase moévil dos disolventes los cuales
fueron A: acido acético 10% y B: metanol:agua:acido acético (50:40:10). El gradiente
utilizado fue 0-5 min 90% Ay 10%B; 5-10 min 100%B; 10-20 min 90% A y 10%B.

7.5. Evaluacion instrumental de color

Para la medicion del color de manera instrumental se usé6 el sistema de medicion CIELAB
el cual expresa la luminosidad L* (claro u
obscuro), indican la orientacion del color, el
pardmero a* expresa la tendencia de color al

rojo cuando el valor es positivo y al verde

3 o cuando el valor es negativo y el parametro b*
oA
Wil

'Hanna de
Amaranto




indica una tendencia al amarillo cuando es positivo y azul cuando el valor es negativo.

El equipo utilizado es el Minolta CM-3600d. Debido a que se tenian el polvo y el liquido se
determino la reflectancia en el caso del polvo y la transmitancia en el caso del liquido. Las
condiciones del equipo se expresan en la siguiente tabla.

Parametro Condiciones
No. de disparos 3
Estandar Nulo
Energia UV Incluida
Componente especular (SC) Pequefio 4 mm
lluminante D65(Luz de dia, natural 6,500K
Detector 10°
Sistema de reporte de color CIE L*a*b*, Hunter Lab.

7.6. Andlisis Estadistico

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Se calcul6 la media de las replicas
realizadas asi como la desviacion estandar y el coeficiente de variaciébn en todas las

determinaciones.

Para el andlisis de los datos se realiz6 el andlisis de varianza (ANOVA) de cada una de las

determinaciones y posteriormente se aplicé un andlisis de diferencia minima significativa.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se mostraran los resultados obtenidos de las cuatro etapas del proyecto

ETAPA 1

8.1. Preparacion de la muestra
Los resultados de humedad del olote y del totomoxtle son 5.9 y 4.5 % respectivamente,
estos valores bajos de humedad ayudan a una mejor molienda. Por otra parte no se

necesita tener un lugar especial para su almacenamiento.

Tabla 8. Humedad del olote y totomoxtle
determinada por el método de estufa.

% Humedad

Olote 5,90+0.20
Totomoxtle 4,47+0.15

ETAPA 2

8.2. Condiciones 6ptimas de extraccion.

En esta etapa de proyecto se determinaron las mejores condiciones de extraccién de
antocianinas del totomoxtle. Se evaluaron el disolvente, tiempo, relacién soluto: disolvente
(S/D), numero de extracciones y por ultimo el acido a utilizar. Se mantuvieron constantes la
atmosfera de nitrégeno, la ausencia de luz y la agitacion, que fue de 300 rpm. Las
condiciones de extraccion de antocianinas provenientes de maiz morado realizadas en
diferentes investigaciones (tabla 7) muestran que los mejores tiempos de extraccion son de

24 horas y como disolvente metanol con acido acético.
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8.2.1. Disolvente

Con el fin de optimizar la extraccion de antocianinas se llevaron a cabo una serie de
experimentos para determinar qué disolvente y en que concentracion se logra la maxima

extraccion. Se usaron cinco disolventes:

MetOH:H,0:CH;COOH (80:19:1) - Metanol 80%
EtOH:H,0:CH;COOH(80:19:1)-> Etanol 80%
EtOH:H,0:CH;COOH(50:49:1) - Etanol 50%
CH3COCH3:H,0:CH;COOH (80:19:1) > Acetona 80%
CH3COCH3:H,0:CH;COOH (50:49:1) - Acetona 50%

* % % % %

Estos disolventes son los mas utilizados en la extraccion de antocianinas, especialmente el
metanol y el etanol, pero también se ha reportado el uso de acetona en frutos rojos donde
los resultados obtenidos son més eficientes y reproducibles (Shipp y El-Sayed, 2010).

Se us6 el metanol como disolvente de referencia debido a que es el disolvente mas
utilizado en la extraccion de antocianinas ya reportadas (tabla 7). En la industria alimenticia
el metanol presenta una serie de restricciones por su toxicidad, por lo que es necesario
buscar disolventes alternativos para la extraccion. En este caso se probaron el etanol y la
acetona, que son disolventes polares los cuales han reportado buenos rendimientos en la

extraccidon de antocianinas y son disolventes aprobados por la FAO y la OMS (Codex).

En el proceso de extraccion hay muchas moléculas de disolvente unidas a cada
antocianina y es la formacion de dichas interacciones la que proporciona la energia
necesaria para que se rompan los enlaces y/o interacciones que mantienen unidas las
antocianinas en la célula. Cada disolvente tiene una interaccion especifica con las

antocianinas, por lo que es necesario evaluar cual es adecuado para la extraccion.

Tabla 9. Concentracién de antocianinas (mg.,q/g) con diferentes disolventes

22.45 21.00 19.35 19.40 17.17
20.77 19.74 19.32 16.91 17.01
21.79 20.52 20.46 18.26 16.10
21.67+0.85 20.42+0.673 19.71+0.65 18.19+1.25 16.76+0.58
( 1
{ )




ETANOL 80% Acetona 80%

Figura 16. Residuo obtenido en la extraccion con etanol y con acetona.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 9 los cuales se analizaron con una
ANOVA. Los resultados obtenidos muestran que si hay una diferencia significativa entre los
disolventes por lo tanto, se hizo la prueba de diferencia minima significativa lo que
demuestra que la extraccion con diferentes disolventes varia la eficiencia de la extraccion
dando como mejor resultados después del metanol, el etanol al 80% con una concentracion
de antocianinas de 20.42+0.63mgcd/g que representa un 94% de la extraccion con
referencia al método de metanol. Al aumentar la polaridad del disolvente usando el etanol
al 50% se extrae el 91% de las antocianinas, y al usar acetona al 80% el rendimiento de la
extraccion es del 84%, y con acetona al 50% es del 77%. Se concluye que el mejor
disolvente para la extraccion es el metanol al 80%, sin embargo, debido a que las
antocianinas estan enfocadas al uso en alimentos no esta permitido debido a su toxicidad,
por lo tanto, se eligio el etanol al 80% como mejor disolvente para la extraccion de
antocianinas para uso alimenticio. La extraccion con acetona muestra una disminucion en
la cantidad de antocianinas totales y el residuo obtenido presenta una menor coloracién,
Castafieda y colaboradores en el 2008 realizaron una revision sobre la quimica de las
antocianinas en donde mencionan que los extractos obtenidos con acetona presentan una
modificacién en la estructura de las antocianinas, fenémeno que no se presenta con etanol
ni metanol, lo cual puede deberse a la formacion de piranoantocianinas formadas por la
oxidacion de antocianinas, por lo cual se concluye que la acetona no es Optima para la
extraccién de antocianinas del totomoxtle (Castafieda et al, 2008). Otro factor que podria
afectar la extraccion con acetona es su polaridad, ya que de los disolventes usados es el
menos polar lo que afecta la solubilidad de las antocianinas, sin embargo su contante
dieléctrica, que es una medida de la polaridad de un disolvente, es similar a la del etanol

los cuales tienen valores de 21 ¢ y 24 £ mientras que el metanol presenta una constante

dieléctrica de 33 € mayor a los otros dos disolventes.
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8.2.2.

Con el fin de determinar el tiempo minimo de extraccion en el cual se extrajeran la mayor
cantidad de antocianinas presentes en las muestras se realizd una cinética de extraccion
haciéndola con los disolventes ocupados en la seccién anterior dando como resultados los
mostrados en la grafica 1 donde se observa que el tiempo de extraccion optimo es de 30
minutos. El tiempo de extraccion determinado es congruente con los datos reportados en la

literatura mediante el método de maceracion ya que se reporta un tiempo de extraccion de

Tiempo de extraccion

30 min con metanol y acido clorhidrico (El- Sayed et al, 2006).

El tiempo de extraccién fue el mismo para los 5 disolventes, lo que significa que su
penetracion a la célula es semejante en todos los casos. Las antocianinas presentan una

mayor solubilidad en el metanol, por lo cual éste logra extraer el mayor porcentaje de

antocianinas.

25.00

20.00

15.00

10.00

Cianidina (mg/g)

0.00

5.00 1

Cinética de Extraccion Diferentes Disolventes

s HL—| \’
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—— Acetona 80%

—=— Acetona 50%
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Grafica 1. Comparacion en la extraccion de antocianinas con diferentes disolventes en diferentes tiempos

—
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Los tiempos de extraccion reportados son variables ya que depende de muchos factores
como el disolvente, temperatura, agitacion, concentracion del acido, entre otros, sin
embargo la extraccion es de las mas rapidas si se compara con otros métodos de
extraccion encontrados en la literatura que duran hasta 24 horas (Zhendong y Weiwei,
2010) (Cuevas et al, 2008) (Salinas et al, 2003).

8.2.3. Relacion soluto:disolvente S/D y numero de extracciones

En la determinacion de disolvente y tiempo de extraccion se us6 una relacion S/D 1:200,
asegurando la extraccibn maxima de antocianinas. En esta etapa se busca disminuir la

cantidad de disolvente sin afectar el rendimiento de la extraccion.

Se realiz6 la extraccion de las antocianinas con una relacién 1:100 y 1:50 probando todos
los disolventes para confirmar que disolvente y relacion S/D se utiliza en las etapas
posteriores. Al usar la relacion S/D de 1:100 la tendencia se conserva Yy se obtiene la
maxima cantidad de antocianinas con el metanol, seguida del etanol al 80%, etanol al 50%,
acetona al 50 y 80%, que extraen la misma cantidad de antocianinas, teniendo 24 mgcyd/g
con metanol hasta 18 mgcy4/g con acetona al 80 y 50%.

Tabla 10. Concentracidn de antocianinas (mg/g) de diferentes disolventes usando una relacién 1:100

M80 ES0 E80 A50 A80
24.09+ 1.66 20.88+0.44 21.10+0.33 17.85+1.26 17.85+0.67

Extraccion de Totomoxtle Relacion 1:100
30

0 T T T T T
M80 E50 E8O A50 A80

tiempo (min)

u
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o
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cianidina (mg/g)

Grafica 2. Comparacién de la extraccion de antocianinas totales con diferentes disolventes usando una relacién S/D 1:100, la
barra morada corresponde a la primera extraccion y la barra azul corresponde a la segunda extraccion.
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Al disminuir la relacion S/D a 1:50 se obtienen los datos mostrados en la tabla 11 donde la
extraccion con metanol da 26mgcyq/g que no presenta diferencia significativa con respecto a
la extraccion con una relacion S/D 1:100, en la extraccion con etanol al 50 y 80% se
presentan 21mgca/g al igual que con la relacion 1:100. Al usar acetona se nota un
aumento en la cantidad de antocianinas, lo que puede ser resultado de una interaccion de
la acetona con las antocianinas formando las piranoantocianinas (Castafieda et al, 2008),
por lo tanto cuando hay mayor cantidad de acetona esta reaccidén se favorece la cantidad
de antocianinas extraidas es menor, mientras que al disminuir el volumen del disolvente
esta reaccion es menos cuantitativa lo que se ve reflejado en una mayor cantidad de

antocianinas.

El disolvente mas adecuado para la extraccién de antocianinas de totomoxtle es el etanol al
80%, ya que en la figura 16 presentada en la pagina 47 se muestra claramente que hay

una degradacion del color cuando se usa como disolvente la acetona.

Tabla 11 Concentracion de antocianinas (mg/g) de diferentes disolventes usando una relacién 1:50

M80 ES50 E80 A50 A80
25.851£0.58 [21.5+1.10 |21.01+£1.40 |23.064+1.16 |22.67+0.61

Relacion soluto:disolvente 1:50
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Grafica 3 Comparacion de la extraccion de antocianinas totales con diferentes disolventes usando una relacién S/D 1:50, la
barra morada representa la primera extraccion y la barra azul representa la segunda extraccion.
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Teniendo el disolvente mas adecuado para la extraccion se hace un estudio mas profundo
en la relacion S/D probando desde 1:100 hasta 1:10 obteniendo los resultados mostrados
en la tabla 12 en cada una de estas pruebas se realizan dos extracciones para poder
determinar la relacion optima de soluto:disolvente y el nimero de extracciones para tener

una mayor extraccion de antocianinas.

Al evaluar la primera extraccion se muestra una disminucion en la cantidad de antocianinas
debido a que no se logran solubilizar todas las antocianinas presentes y disminuye el valor
de 20 mgyd/g hasta 16 mgcyd/g. Sin embargo los resultados totales de las dos extracciones
muestran que la mayor cantidad de antocianinas se extraen con una relacion de 1:50, 1:30
y 1:10, en este caso se tienen que evaluar los costos de disolvente y el tiempo de
extraccion para determinar si es mas conveniente usar una extraccién con una relacién
1:100 o usar dos extracciones de 1:10, ya que al hacer dos extracciones implica un doble

gasto de energia.

Tabla 12. Resultados de Antocianinas Totales de la primera y segunda extraccién expresados en mg de cianidina/g

Primera
extraccién 20.19+0.36 17.51+0.04 16.34+0.44 16.85+0.88 18.33+0.63 15.86+0.84
Segunda
e 0.69 +0.08 2.87+0.12 3.79+0.19 4.16+0.52 3.49+0.09 6.3+0.05

20.88+0.44 | 20.38+0.16 | 20.13+0.63 | 21.01+1.40 | 21.82+0.72 | 22.16%0.89
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Tomando en cuenta la primera extraccion se obtiene que la mejor relacion S/D es 1:100
ya que la relacion 1:80 presenta una pérdida del 13% de antocianinas y la relacién 1:10
solo extrae el 78% (15.9 mgcyd/g) lo que representa una perdida del 22%. Pero al realizar
la segunda extraccion la mejor opcion es la relacion 1:10 ya que aumenta un 6% la
extraccion de antocianinas y disminuye 5 veces el volumen de disolvente comparandolo
con la extraccion simple usando una relacion 1:100. El inconveniente seria a nivel
industrial para el tiempo invertido, ya que la extraccion dura el doble de tiempo y también

hay que considerar el gasto de energia.

Relacion soluto:disolvente
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Relacion soluo:disolvente

Grafica 4. Antocianinas Extraidas usando diferentes relaciones S/D, los resultados mostrados son la suma de dos extracciones

Con respecto a datos encontrados en la literatura, los resultados obtenidos estan dentro del
rango ya que se han reportado relacion S/D desde 1:100 hasta 1:4 variando los tiempos de
extraccion y el numero de extracciones (Jing y Giusti, 2005) (Zhendong y Weiwei, 2010).
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8.2.4, Acidos

El 4cido usado en la extraccion es fundamental para la obtencién de las antocianinas ya
que a pH bajos estan ionizadas y las interacciones con el disolvente aumentan, ademas de
tener una mayor estabilidad al presentarse como i6n flavilio. Entre més bajo esté el pH la
estabilidad de las antocianinas aumenta, y el pH éptimo de extraccion es de 1. Este pH se
logra con acidos fuertes, como el acido clorhidrico o sulftrico, sin embargo, en la industria
de alimentos este tipo de acidos estan prohibidos debido a su toxicidad, por lo que se
deben usar acidos organicos como el acido lactico, tartarico, malico, ferdlico, succinico,
citrico, etc. Con base en la literatura se seleccionaron cuatro acidos para la extraccion
tomando como referencia el acido acético ya que es el acido organico mas comun utilizado
en la extracciébn de antocianinas. Los acidos utilizados son: citrico, lactico, feralico y
tartérico todos al 1%, presentando un pH distinto, en el cual el que presenta una menor pH
es el acido tartarico, seguido del &cido lactico, acético citrico y al final el citrico, los
resultados van de 2.99-3.97.

Tabla 13. El pH fue medido en etanol al 80%

Acido utilizado al 1%  pH

Tartarico 2.9¢
Lactico 3.62
Citrico 3.67
Ferulico 3.97
Acético 3.63

Los resultados (grafica 5) muestran que la extraccidbn usando &cido tartarico como
acidulante es la mejor, ya que extrae alrededor del 7% mas antocianinas (22mgcyd/g) que
el lactico, citrico y aceético (~20mgcyd/g), Y el acido ferulico es el que presenta la menor
extraccidn, ya que solo se extrae el 82% de las antocianinas en comparacion con el acido
tartarico. Al realizar el analisis estadistico se demostré que la extraccion con acido lactico,
citrico y acético son similares, pero que la extraccion con acido tartarico y ferulico si

presentan una diferencia.
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La variacion en la extraccion de antocianinas se debe principalmente a la fuerza que tiene
cada uno de estos acidos, la tendencia de extraccion es la misma que la variacion del pH,
asi el que tiene un menor pH extrae una mayor cantidad de antocianinas en este caso el
acido tartarico, y el que presenta un mayor pH extrae menor cantidad de antocianinas
siendo el acido ferdlico ya que presenta un pH de 3.97 en el cual las antocianinas
empiezan a ser mas susceptibles al ataque nucleofilico por parte del agua, produciéndose
la pseudobase y, posteriormente, da lugar a la chalcona, la cual es incolora. Este fendbmeno
se da a pH de 4.5 (Cuevas, 2008) vy el efecto no es reversible por lo que se observa una

disminucion en la cantidad de antocianinas.

En los articulos revisados se realiza la extraccion de antocianinas a pH menores de 3.5 con
lo cual logran sus mejores resultados, Hurtado y colaboradores muestran el efecto que
tiene el pH en el color de las antocianinas manteniéndose un color estable entre pH 2y 3.4
y a partir de 3.5-6.5 el color disminuye considerablemente hasta en un 70% (Hurtado et al,
2009), por lo cual se concluye que el acido ferulico no es conveniente para la extraccion ya

gue no alcanza el pH menor a 3.5 al usarse al 1%.

Extraccion con diferentes acidos

25.00

22.00

20.00

15.00

10.00
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En la siguiente etapa del proyecto se aplicaran las mismas condiciones para la extraccion

de antocianinas en el olote.

L

Disolvente: etanol al 80%

# Tiempo de extraccion: 30 min

#* Relacion soluto/disolvente: 1:10
#* Numero de Extracciones: 2

Acido: Tartarico 1%.

L

ETAPA 3

8.3. Métodos de Extraccion.

Cada método de extraccion presenta variables las cuales pueden mejorar la extraccion, en
la seccion anterior se fijaron las condiciones de extraccion de disolvente, relacion S/D y
acido. Por lo cual en esta etapa se realizaron dos extracciones usando como disolvente
etanol 80%, una relacion S/D de 1/10, con 1% de acido tartarico, para poder encontrar el
mejor método de extraccidbn de antocianinas (Maceracién, Sonicacion, Microondas y

Enzimatico).
8.3.1. Maceracion

Los resultados obtenidos tabla 15 muestran que el totomoxtle presenta 21.67+0.85 mgcyd/g
con el tratamiento de metanol. En un estudio realizado por Chun-Ying Li y colaboradores
en el 2008 se evaluo el contenido de antocianinas en el totomoxtle de 10 maices morados
obteniendo valores de 132-13 mgcd/g (Chun-Ying et al, 2008). Los datos obtenidos son
congruentes con los datos reportados. Para el olote (tabla 14) se han reportado valores
desde 16.40-2.60 mg/g (Salinas, 2008) (Jing, 2006), en este caso los valores encontrados
fueron menores a los determinados en este trabajo, esto puede deberse a la diferencia del
tratamiento de la muestra, ya que se desconoce la metodologia empleada para la

preparacion de la muestra.
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Los resultados muestran que el olote tiene un 8% mas cantidad de antocianinas que el
totomoxtle, esto puede ser debido a que el material del olote es mas suave lo cual facilita la

extraccion de antocianinas, ya que el totomoxtle presenta una estructura mas dura.

Los datos obtenidos seran usados como punto de comparacion para los otros métodos de
extraccion (sonicacion y microondas), ya que este tipo de extraccion es usado comunmente
en la obtencion de antocianinas (dyvind y Kenneth, 2006).

Tabla 14. Antocianinas extraidas del olote, en la primera y segunda extraccion.

Tabla 15. Antocianinas extraidas del totomoxtle, en la primera y segunda extraccion

1° Extraccion 2° Extraccion TOTAL
17.35 5.97 23.32
20.32 4.96 25.29
18.14 491 23.04
PROMEDIO 23.88

D.S. 1.23

1° Extraccion 2° Extraccion TOTAL
15.57 6.26 21.82
15.46 6.27 21.73
15.62 6.49 22.12
PROMEDIO 21.89
D.S. 0.20
[ =}




8.3.2. Sonicacion

Para el método de sonicacion se debe determinar la potencia de sonicador y el tiempo de
extraccion.

En la grafica 6 se muestran la cinética de extraccion de antocianinas del totomoxtle usando
diferente potencia en la extraccion. En la extraccion que se usé la potencia de 70W el
maximo tiempo de extraccion fue de 30 min después del cual se mantiene la cantidad de
antocianinas, mientras que en la extraccion que se usé 100 W de potencia (gréafica 7) se
disminuyo el tiempo de extraccién a 20 min lo que representa una disminucion del 44% en
el tiempo de extraccion, ademas de aumenta la cantidad de antocianinas totales en la
primera extraccion, ya que en la extraccion con 70W se obtuvo una extraccion méaxima de
antocianinas de 17.70 mg/g, mientras que con la extraccién con 100W se obtuvieron 20.84

mg/g lo que representa un 15% mas la extraccion de antocianinas.
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Grafica 6. Evaluacidon del tiempo de extraccion de antocianinas del totomoxtle usando un sonicador de 70 W de potencia y 42
KHz

Es importante tomar en cuenta el tiempo de extraccién ya que a parte de mostrar un ahorro
energeético, si se excede este tiempo de extraccion la eficiencia puede disminuir en un 2.9%
ya que como se ve en la grafica 6, conforme aumenta el tiempo de extraccion la cantidad
de antocianinas disminuye este fenbmeno se aprecia de una mejor manera en la cinética

de extraccion usando una potencia de 100W mostrado en la gréafica 7 ya que al aumentar la

—
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potencia se genera una mayor numero de burbujas de cavitacion, las cuales al implotar
liberan una cantidad de energia que se ve reflejada en un aumento en la temperatura,
ocasionando la degradacion de las antocianinas, aunque no es significativo esta

disminucién si se puede ahorrar tiempo en la extraccion,

Durante la cinética de extraccion se siguio la variacion de la temperatura, que fue para la
extraccion a 70W la temperatura inicial de 24°C y la final de 41°C, mientras que en la
extraccion a 100W la temperatura inicial fue de 24°C vy la final de 45°C. El aumento de
temperatura fue similar sin embargo en la extraccion a 100W se llego a esta temperatura

mas rapidamente que en la extraccion a 70 W.
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Grafica 7. Evaluacion del tiempo de extraccion de antocianinas del totomoxtle usando un sonicador de 100 W de potenciay 42
KHz

Debido a que ya se determiné que la extraccion maxima de antocianinas con las
condiciones utilizadas se hace por medio de dos extracciones, se realizé la extraccion del
totomoxtle y del olote usando el tiempo 6ptimo de extraccién determinado anteriormente y
conservando las condiciones de relacién soluto:disolvente, disolvente, acido utilizado y
namero de extracciones. Se obtuvieron los resultados mostrados en las tablas 16 y 17,
donde se observa que tanto para el olote como para el totomoxtle la extraccion de
antocianinas se aumento un 12% y 18%, respectivamente, al usarse una potencia de
100W.
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La sonicacién se ha usado para la extraccion de antocianinas de la mora azul, en el cual el

tiempo de extraccion usado es de 5-10 min. El uso de ultrasonido ayuda a la estabilizacion
del extracto (Tiwari et al, 2009).

El tiempo Optimo de extraccion encontrado fue de 20 minutos a comparacion al reportado

de 10 min, esto es debido a que la potencia del sonicador usado en los otros estudios es

de 1500W, lo que equivale a 15 veces mas la sonicacion que se uso en este proyecto.

Tabla 17. Resultados de la primera y segunda extraccion de antocianinas del olote, asi como el total de antocianinas

usando una potencia de 70 W (a) y 100 W (b)

a) b)
1" Extraccion| 2 Extraccion|  TOTAL 1" Extraccion| 2 Extraccion|  TOTAL
1477 | 611 2089 19.35 489 2424
17.54 617 2371 20.24 442 2466
15.52 518 2070 2053 3.50 24.03
PROMEDIO | 21.76 PROMEDIO | 2431
DS 169 DS, 0.32

Tabla 16. . Resultados de la primera y segunda extraccion de antocianinas del totomoxtle, asi como el total de antocianinas
usando una potencia de 70 W (a) y 100 W (b)

b)
| 1°Extraccion| 2 Extraccion|  TOTAL 1° Extraccion| 2’ Extraccien|  TOTAL

15.24 6.32 21.55 21.18 5.29 26.47
15.87 6.16 22.03 21.11 4.87 25.89
16.13 5.03 22.06 20.24 5.06 25.03
PROMEDIO 2188 PROMEDIO 25.80
D.S. 0.28 DS. 0.59
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8.3.3. Microondas

En este método se us6 un equipo de microondas comercial en el cual se evaluaron 3
tiempos de extraccion (30, 60 y 180 segundos). Los resultados se muestran en las tablas
18,19 y 20, donde se muestra que en a los 30 segundos se obtienen 16.82 mgcyd/g
mientras que al minuto se obtienen 24.4 mgcyq/g o que representa un aumento del 30%, sin
embargo, al aumentar el tiempo de exposicion a 3 minutos se obtienen 20.27 mgcyd/g lo que
representa una disminucién. Esto puede deberse a que el aumento de temperatura fue mas

prolongado, lo cual ocasion6 una degradacion de las antocianinas.

Tabla 18 Resultados de la extraccidn de antocianinas del
totomoxtle usando microondas durante 30 segundos
Tabla 19 Resultados de la extraccion de antocianinas
del totomoxtle usando microondas durante 1 minuto

- Sxraco] 2 Extracoo]— ToTAL [ Amocianinas Totales my/g (4 min) |

15.07 2.50 17.56 éxtraccién 2° Extraccior]  TOTAL
12.86 2.62 15.48 18.15 5.60 23.75
15.08 2.34 17.42 18.65 6.75 25.40
PROMEDIO 16.82 18.15 6.11 24.26

D.S. 1.16 PROMEDIO 24.47

Tabla 20. Resultados de la extraccion de antocianinas del D.S. 0.85

totomoxtle usando microondas durante 3 minutos

10
Extraccion 2° Extraccion TOTAL
18.03 5.00 23.03
14.84 4.67 19.51
13.64 4.63 18.27
PROMEDIO 20.27
D.S. 2.47

En el caso del olote se obtuvieron 19.11 mgcyq/g. Estos resultados nos permiten evaluar el
potencial que tiene la extraccidon con microondas ya que se logra la extraccién del 80% de
las antocianinas en 30 segundos, en comparacion con el método de maceracién en donde
el tiempo de extraccion fue de 30 minutos, o el de sonicacién, que fue de 20 minutos. Se
han realizado diversos estudios para la extraccibn de compuestos bioactivos usando

microondas en los cuales se logra incrementar el rendimiento y reducir los tiempos de

54

——
| —



extraccion de como en el caso de algunos alcaloides y en el caso de camote donde se uso

la extraccion asistida por microondas para la obtencion de polifenoles (Zhang et al, 2011).

Tabla 21. Resultados de la extraccién de antocianinas del olote usando microondas durante 30 segundos.

1° Extraccion 2° Extraccion TOTAL
12.33 6.07 18.39
15.56 6.19 21.75
13.99 5.18 19.17
PROMEDIO 19.77
D.S. 1.76

Extraccion de antocianinas en
microondas a diferentes tiempos

30

2

g 25 T

§ 20 , I —
£ 1

g 15

o

210

©

2 5

S 0

E 30 seg 60 seg 180 seg

El mejor tiempo de extraccion fue al minuto, lo que es similar a estudios realizados para la
extraccidn de antocianinas de las fresas, en donde se expusieron las fresas a 60 segundos
en el microondas (Puri et al, 2012).

A pesar que los resultados obtenidos presentan una gran ventaja en reduccion en tiempo,
es necesario tomar en cuenta la limitante que se presenta al involucrar microondas a nivel
industrial, ya que al hacer un escalamiento no se logra obtener los mismos resultados pues
se presentan problemas de absorcion y las microondas presentan una limitada penetracion
lo cual limita el proceso a hacerlo por lotes donde la capacidad maxima es de 12 litros

aproximadamente (Hoz et al, 2011).
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8.3.4. Enzimatico

En los métodos de extraccion anteriores (maceracion, sonicacion y
microondas) el residuo obtenido aldn presenta una coloracién
morada. Por este motivo, se decidié trabajar con este material y

someterlo a un tratamiento enzimatico para evaluar si se logra una

mayor extraccion de antocianinas.
Figura 17 Residuo obtenido

. - después de la extraccion por
8.3.4.1. Enzima a utilizar sonicacion

Los resultados obtenidos muestran que en comparacién con el control, que es el
tratamiento sin enzima, se obtiene un aumento del 53%, para la Celluclast un 68% y para la
Depol 740L un 45%. Estos resultados representan 2.4%, 2.7% y 2.3% del total de
antocianinas obtenido en la extraccion con maceracion, con las condiciones iniciales de
extraccion enzimatica. De acuerdo a la actividad de cada enzima los resultados no fueron
los esperados ya que las xilanasas presentan una mayor actividad que la Celluclast, sin
embargo hubo un mayor rendimiento en la extraccion con la enzima Celluclast, esto se
puede explicar al tipo de enzimas que tiene cada coctel, posiblemente hay una inhibicién
por producto mayor en las xilanasas que en la Celluclast 1.5L. Otro factor muy importante
gue hay que tomar en cuenta es la metodologia usada ya que la enzima se adicionaron en
porcentaje volumen/peso por lo que se tomaron 50uL para 0.5g de muestra, tomando en
cuenta la densidad de las enzimas, la Celluclast 1.5L tiene una densidad de 1.22 g/mi
menor a las xilanasas por lo que adicion6 mayor cantidad de enzima, probablemente por

€S0 no se obtuvieron los resultados esperados.

La Depol740L presenta el menor rendimiento en comparacién con las xilanasas y la
Celluclast 1.5L, esto es debido a que la actividad que presenta es de 36 U/g contra las
xilanasas de 1170 U/g vy la Celluclast de 700 U/g (tabla 22) ademas de que el coctel
enzimatico no presenta el mismo perfil de enzimas, ya que la Celluclast presenta una
mayor cantidad de celulasas, mientras que la Depol740 presenta una mayor actividad de
feruloilesterasas, lo que significa que hidroliza el enlace éster del entre los acido

hidroxicinamicos y los polisacaridos de la pared celular, lo cual ayuda a aumentar la
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permeabilidad, sin embargo, el uso de celulasas actua directamente en la estructura de la

pared celular por lo cual la permeabilidad es mayor.

Tabla 22. Condiciones dptimas de uso para cada una de las enzimas utilizadas

Xilanasas Celluclast Depol 740L
pH 5 4.5-6 4-6
Temperatura éptima (°C) 50 40-60
Actividad principal (U/g) 1170 700 36

Xilanasas y pectinasas Celulasas  Feruloilesterasas

Extraccion de antocianinas asistida por
diferentes enzimas

0.7

0.6 T

0.5

0.4

0.2 -

0.1 -

Concentracion de antocianinas (mg/g)

Control Xilanasas Celluclast Depol 740L

Grafica 9 Comparacion de la extraccion de antocianinas usando diferentes enzimas

Debido a que las xilanasas usadas son enzimas nuevas se decidid optimizar su uso en la
extraccion de antocianinas en el residuo del totomoxtle, al mismo tiempo que se hace la
extraccidon con Celluclast para hacer una comparacion con las enzimas ya usadas

comercialmente.
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8.3.4.2. Concentracion

Se evaluo la concentracion de enzima 6ptima (tabla 24) obteniéndose que con el 10% de
enzima es suficiente para obtener la maxima extraccion, ya que con el 15% y el 20% se
obtienen similares resultados, ya que el andlisis estadistico no muestra diferencia
significativa entre las tres concentraciones. Se obtuvieron 0.77 mgcyq/g mientras que en el
control se logré extraer 0.54 mgc,d/g o que representa que la enzima logré un aumento del
42%.

Tabla 23. Antocianinas extraidas enzimaticamente usando Xilanasas a diferentes concentraciones.

CONTROL 10% 15% 20%

1 0.57 0.78 0.75 0.74

1D 0.54 0.78 0.71 0.69

1T 0.51 0.76 0.68 0.74
PROMEDIO 0.54 0.77 0.71 0.72
D.S. 0.03 0.01 0.03 0.03

Seguramente es posible disminuir la cantidad de enzima, ya que los proceso industriales en
los que ya se lleva a cabo la extraccion de compuestos bioactivos usan concentraciones de
enzima del 0.05% y 0.1% p/p.

Xilanasas a diferente
z concentracion
£
= 1.00
S
£ 080 077 0.71 0.72
S
£ 060 054
()]
<
c 0.40 -
N
3
5 0.20 A
[
g EI
g 000 = T T T
© CONTROL  10% 15% 20%

Grafica 10 Efecto de la concentracion en la extraccion de
antocianinas
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8.3.4.3. pH

Debido a que las enzimas tienen un pH éptimo entre 4 y 6, y las antocianinas son mas
estables a pH 3, se evaludé el impacto en la extraccién al variar el pH de 5 a 3. Los
resultados muestran (tabla 25 y 26) que la mejor extraccién es a pH 5 ya que las enzimas
estdn a un pH Optimo, de acuerdo a las especificaciones proporcionadas por los
proveedores, y logran degradar satisfactoriamente la red de lignina y celulosa que compone
la pared celular del totomoxtle y se logra obtener un 60% mas en el rendimiento de
antocianinas en comparacion con la extraccién a pH de 3 a pesar de que el pH no favorece

la estabilidad de las antocianinas.

Tabla 24. Antocianinas totales extraidas via enzimatica con xylanasas a pH 5

ANTOCIANINAS TOTALES (mg cyd/g residuo)

CONTROL 10% 15% 20%

0.54+0.03 0.77+0.01 0.71+0.03 0.72+0.03

Tabla 25. Antocianinas extraidas via enzimatica con xylanasas a ph 3

ANTOCIANINAS TOTALES (mg cyd/g residuo)

CONTROL 10% 15% 20%

0.38+0.01 0.48+0.01 0.48+0.01 0.42+0.01

No se ha reportado el uso de enzimas Extraccion Enzimatica a Diferente pH
para la extraccion de antocianinas de g:z

maiz, pero para la extraccion de 0.7

luteina se usan preparados 0.6

enzimaticos cuyo pH estan alrededor %) 0.5

de 4.8 (Chacoén y Waliszewski, 2005), g g':

lo que concuerda con los resultados © 0:2

obtenidos, ya que dentro de las 01

enzimas que usan estan las 0

celulasas. pH 3 PH S

Grafica 11. Efecto del pH en la extraccién de antocianinas




8.3.4.4. Temperatura

Se evalud la extraccion a tres diferentes temperaturas las cuales fueron 30°C, 40°C Y 50°C
ya que la actividad 6ptima de las enzimas es de 50-60°C, pero al igual que lo ocurrido con

el pH estas condiciones no coinciden con la estabilidad de las antocianinas.

Temperatura de Extraccion

B CONTROL m Xilanasas

0.77

© o o
4 o ©

ntocianinas (mg/g)

® 0.6

o
U

o
N

ntracién de

g03

nc

0
© o
SN N

o

30°C 40 °C 50°C

Temperatura (°C)

Grafica 12. Efecto de la temperatura en la extraccion de antocianinas

Los resultados se muestran en la grafica 12 donde se observa que las antocianinas se
degradan rapidamente al aumentar la temperatura. Por lo tanto la temperatura 6ptima de
extraccién con enzimas es 30°C, ya que al aumentar la temperatura a 40°C se obtiene una
disminucién del 32% en la extracciébn. Cuando se utiliz6 una temperatura de 50°C la
disminucién fue del 55%, esto también puede ser por el tiempo que estuvieron expuestas a

esa temperatura que fueron 24 horas.
8.3.4.5. Tiempo de extraccion

Tomando en cuenta los parametros evaluados anteriormente se realizé la cinética de
extraccion mostrando que el tiempo méaximo de extraccion ocurre en las primeras 6 horas lo
cual reduce 4 veces el tiempo inicial que era de 24 horas en el caso de las xilanasas,

mientras que en la cinética de extraccion donde se usé la enzima Celluclast el tiempo




maximo de extraccion fue a las 12 horas. Esto se puede deber a la diferencia en las
actividades enzimaticas de cada enzima ya que las xilanasas (1170 U/g) contiene un 40%
mas de actividad enzimética que la Celluclast (700 U/g), sin embargo no se especifican
cual es la proporcion de celusasas, hemicelulasas y feruloilesterasas que hay en cada

coctel de enzimas, lo que también influye en la velocidad de reaccién enzimatica.
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En comparacién con los datos obtenidos en las primeras condiciones de 24 horas,
temperatura ambiente y pH 3 se mejoro la extracciéon en un 30%. Y tomando en cuenta el
método de maceracion como referencia se obtiene un 3.7% mas en la extraccion de
antocianinas con el uso de xilanasas como con el uso de Celluclast, la diferencia entre
estas dos enzimas radica en el tiempo de extraccion ya que la Celluclast presenta una
maxima extraccion a las 12 horas mientras que las xilanasas tienen un tiempo méaximo de
extraccion de 6 horas. La velocidad en la que actla una enzima depende de su actividad
enzimatica por lo que los datos obtenidos concuerdan con los esperados ya que las
xilanasas tienen una actividad de 1170U/g mientras que la Celluclast presenta una
actividad de 700 U/g.

No se encontraron estudios del uso de enzimas en la extraccion de antocianinas en maiz
pero si en la extraccion de antocianinas a partir de las uvas, el cual ya es un proceso
industrializado en donde la temperatura 6ptima es de 40°C, que es mayor a la determinada
en este estudio, que fue de 30°C. Una de las razones por la cual en el proceso de la uva se

puede usar una temperatura mas alta es por que el tiempo de extraccion es de 2 horas. El
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pH usado en la extraccion a partir de las uvas es de 4, el cual no se evalué en este
proyecto y en estas condiciones se logra mejorar el rendimiento en 63.6% con respecto al

proceso sin enzimas (Maier et al, 2008).

8.3.5.

En la grafica 13 se muestran los resultados de cada método de extraccion para la
obtencion de antocianinas a partir del totomoxtle. Se aprecia que el método que extrae la
mayor cantidad de antocianinas es método de sonicacion, lo que disminuye ademas el
tiempo de extraccion a 20 minutos en comparacion con el método de maceracion.

El tratamiento con microondas mostro resultados también mayores en un 12 % al método
de maceracion, sin embargo, la desventaja a nivel industrial es el uso de un microondas ya
que no hay equipos tan grandes para poder usarlos para la extraccion.

El método enzimético es una opcidén para aumentar el rendimiento de las antocianinas, ya
que en este trabajo se trabajo con el residuo de la extraccibn con maceracion para
asegurar el ataque enzimatico, sin embargo es importante evaluar el costo-beneficio del
uso de enzimas, ademas del uso de tecnologias complementarias ya que se ha usado la
extraccidn asistida con enzimas en conjunto con la sonicacion (Banga et al, 2003).

Por lo tanto el mejor método de extraccion de acuerdo a la mayor cantidad de antocianinas
obtenidas es la sonicacion, sin embargo, presenta un inconveniente a nivel industrial ya
gue los equipos a gran escala son costosos, mientras que el uso de maceraciéon es el mas
barato, sin embargo, es necesario hacer la evaluacibn de costos para saber si es
conveniente invertir en la sonicacién y obtener un 17 % mas de antocianinas, ya que estas
son un producto de alto valor agregado con un precio en el mercado de alrededor de 2 500
a 4 100 pesos por kilogramo de extracto de antocianinas al 25% Yy tan solo se necesitan 40

kg de totomoxtle para obtener esta cantidad de antocianinas.
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Grafica 13 Comparacion de los método de extraccion a partir del totomoxtle
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Grafica 14 Comparacion de los métodos de extraccion del olote

Estos resultados muestran que es posible incrementar el rendimiento en la extracciéon al
usar metodologias mas amigables con el medio y asi obtener un producto de valor
agregado usando materiales que son actualmente destinados para alimentacion animal y
consumo local. Esto ayuda a da al sector agricola ya que si se logra explotar esta fuente de
antocianinas tendran una aplicacion diferente y a nivel industrial, contribuyendo a la

conservacion de estos maices que son originarios de México.
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Las antocianinas encontradas en el totomoxtle y olote de maiz no son los Unicos polifenoles

que se extraen, ya que se encuentran también los &cidos ferdlico, cumarico,
protocatecuico, vanilico, derivados de la quercetina y hesperidina (Pedreschi et al, 2005)
los cuales ayudan a la estabilidad de las antocianinas por el efecto de copigmentacion.

Se determinaron los fenoles totales del extracto obtenido en cada método de extraccion.
Los resultados de la tabla 27 muestran que el olote presenta una mayor cantidad de

polifenoles que el totomoxtle.

POLIFENOLES EN LOS DIFERENTES METODOS mg &c. Tanico/g muestra

Maceracion Sonicacion Microondas
Olote Totomoxtle Olote Totomoxtle Olote Totomoxtle
50.19+1.80 41.08+3.72 47 .51+0.53 44.03+0.53 55.71+1.21 46.89+2.04

Se han reportado que el contenido de polifenoles totales son de 1.7-34.0 mg/g en una
variedad de maices desde los amarillos hasta los negros (Lopez et al, 2009), el estudio fue
realizado en el grano lo presentando un menor contendido de polifenoles ya que hay mayor
cantidad de almiddn y proteinas, sin embargo se llegé a la conclusion que el maiz que tiene
mayor cantidad de polifenoles 34 mg/g es maiz morado, que en comparacion con el olote y
las hojas es menor ya que se encontré que en e totomoxtle se extraen 47 mg/g y 56 mg/g
en el olote con el método de microondas. En el método de maceracién, para el olote el
contenido de polifenoles fue de 50.19 mg/g de los cuales el 47.6% son antocianinas,
mientras que para el totomoxtle se obtuvieron 41.08mg/g de polifenoles, de los cuales el
53.3% son antocianinas. Para el método de sonicacién se obtuvieron 47.51 y 44.03 mg/g
de polifenoles para el olote y totomoxtle, respectivamente, el 51.2% y 58.6% de estos
polifenoles son antocianinas, por ultimo para el método de microondas el contenido de
polifenoles fueron de 55.51 mg/g para el olote y 46.89 mg/g para el totomoxtle de los cuales
el 35.5% y 52.2% son antocianinas respectivamente. Los resultados muestran que el olote
tiene mayor cantidad de polifenoles diferentes a las antocianinas, mientras que el

totomoxtle presenta mayor cantidad de antocianinas en relacién a otros polifenoles.

Si se comparan los métodos de extraccién en relacién a la extraccion de polifenoles se

observa que con el método de microondas se logro la mayor extraccion, lo que apoya la
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teoria de la degradacion de las antocianinas, ya que los otros polifenoles no son tan
sensibles a la temperatura. Lo que representaria que el mejor método de extraccion de

polifenoles es la extraccion asistida por microondas.

8.3.6.

Para la identificacion del perfil se antocianinas se us6é la cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC) ya que es el método mas comun para el analisis de antocianinas. El
extracto que se inyectd fue el obtenido de la dilucion 1:10 con 40% de acido acético en
todos los casos para tener un pH de 2 y se pudieran resolver mejor las sefiales del
cromatdgrafo.

La identificacion de las sefiales de las antocianinas fue realizada en base a la comparacion
en el caso de la cianidina-3-glucdsido de un extracto concentrado de epidermis de ciruela
la cual presenta cianidina-3-glucosido en mayor cantidad (tabla 28), la identificacion de los
picos restantes se hizo mediante una comparacion con articulos en el cual se presentaba el

mismo perfil.

De esta forma se puede apreciar que se obtuvieron 6 antocianinas las cuales se
identificaron como cianidina-3-glucoésido (cyd-3-glu), pelargonidina-3-glucosido (pg-3-glu),
peonidina-3-glucésido  (peo-3-glu), cianidina-3-6malonilglucésido  (cyd-3-6-malglu),
pelargonidina-3-6malonilglucésido (pg-3-6-malglu) y peonidina-3-6malonilglucésido (peo-3-
6-malglu). Siendo la mas abundante la cianidina-3-6malonilglucésido, lo que concuerda con
el estudio realizado en el olote de maiz por Pu Jing en el 2006.

Este perfil se observo tanto en las muestras del totomoxtle como las del olote, las cuales se
aprecian que son iguales en los diferentes métodos. Y entre el método de maceracion,
sonicacién y microondas no se aprecia ningun cambio en el perfil sin embargo con el
tratamiento enzimatico se aprecia que se disminuy6 la cantidad de pelargonidina y
peonidina en comparacion con la cianidina-3-6-malonilglucésido, esto debido a que la
concentracion de antocianinas es mas baja en la extraccion enzimatica por lo que no se

pueden apreciar claramente todas las antocianinas presentes.
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Es importante conocer el perfil de antocianinas ya que se puede saber de una manera
general cudl es su estabilidad, ya que al estar las antocianinas aciladas son mas estables
a los cambios de pH, temperatura que otras antocianinas que no estén aciladas.

Tabla 27. Cromatogramas del perfil de antocianinas obtenidos en los diferentes tratamientos de extraccion empleados
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ETAPA 4

8.4. Evaluacion de Estabilidad de Antocianinas del Totomoxtle

Las antocianinas presentan una sensibilidad a la luz, temperatura, cambios de pH, metales,
entre otros factores razon por la cual es necesario protegerlas usando diferentes vehiculos

y é&cido adecuado para su almacenamiento.
8.4.1. Estabilidad frente a diferentes acidos

Se realiz0 la extraccion de antocianinas del totomoxtle con cuatro diferentes &cidos:
tartérico, lactico, citrico y ferdlico. Se almacenaron a temperatura ambiente los extractos

obtenidos y se guardé un control en refrigeracion.

Los resultados obtenidos se muestran en las graficas siguientes, donde se muestra que las
antocianinas permanecen en una concentracién estable después de los 20 dias a una
temperatura de 4°C, mientras que los extractos almacenados a temperatura ambiente
muestran una disminucion de antocianinas conforme pasan los dias. EIl extracto que
contiene acido tartarico muestra una estabilidad tanto a temperatura ambiente como en
refrigeracién, mientras que el acido ferllico presenta una mayor degradaciéon de

antocianinas.

Tabla 30. pH del etanol acidificado al 1% con los diferentes
acidos usados para la estabilizacion

Acido utilizado al 1%  pH

Tartarico 2.99
Lactico 3.62
Citrico 3.67
Ferulico 3.97
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Grafica 15 Estabilidad de antocianinas en diferentes tiempos, usando diferentes acidos. La primera grafica muestra la estabilidad
del acido tartarico, la segunda el acido lactico, la tercera el acido ferulico y la cuarta el acido citrico

Los resultados en la extraccion de antocianinas no presentaron diferencia significativa, sin
embargo durante el almacenamiento se observo que para cada acido la degradacion es
diferente, una de las explicaciones de porque el acido tartarico presenta una mayor
estabilidad en el contenido de antocianinas es debido al pH que se alcanza en solucion,
donde se observa que e orden en el que aumenta el pH es
Tartarico<L&ctico<Citrico<Ferulico que es el orden en el que se presentd en la
degradacion de las antocianinas. El extracto fue mas estable con &cido tartarico que con
acido lactico.
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8.4.2. Evaluacioén de color frente a diferentes vehiculos.

Las antocianinas son compuestos inestables por lo que es necesario mejorar su
estabilidad, se usaron tres vehiculos diferentes para brindar proteccion: inulina, dextrina y

harina de amaranto.

Del extracto obtenido de antocianinas de totomoxtle se le adicioné la cantidad de vehiculo
suficiente para obtener un polvo, debido a que cada vehiculo tiene propiedades diferentes
se obtuvo una relacién vehiculo: extracto diferente para cada uno, las cuales se muestran
en la tabla 30, donde se observa que se necesitan 8 veces mas de inulina para estabilizar
las antocianinas, mientras que solo se necesitan 2 veces mas de harina de amaranto para
lograr los mismos resultados, como resultado de esta variacion se obtienen productos de

diferentes concentraciones de antocianinas.

Tabla 31. . Relacion de vehiculo:extracto y concentracion de antocianinas en los diferentes vehiculos

Vehiculo Relacién Concentracion
Vehiculo:Extracto de antocianinas
(mg/ gcolorante)
Harina de 2:1 10.0
Amaranto
Dextrina 4:1 6.49
Inulina 8:1 3.59

La funcién del vehiculo es hacer mas estable a las antocianinas ya que no permiten que
reaccionen entre si, mejorando su vida de anaquel, ademas la ventaja que se presenta es

gue cada vehiculo usado brinda caracteristicas diferentes.

Los vehiculos que se probaron fueron harina de amaranto, dextrina e inulina debido a que
se han usado para la estabilizacion de colorantes (Paredes et al, 2006) (Parra, 2011). Los
resultados se muestran en la tabla 31, donde se ve el efecto en el color de los diferentes
vehiculos asi en la presentacion liquida la inulina es la que presenta una mayor
luminosidad debido a que es la que presenta una menor cantidad de antocianinas, mientras
gue la harina de amaranto presenta la menor luminosidad por tener una mayor
concentracion de antocianinas y por qué no se logré solubilizar todo el colorante. Lo mismo
pasa con el parametro a que muestra una mayor tendencia al rojo en el caso de la inulina 'y

en el parametro b que representa la tendencia al color amarillo es igual en la inulina y
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dextrina, pero la dextrina presenta una mayor intensidad en el color lo que se observa con

el pardmetro H°.

En los resultados observados en las muestras en polvo se observd una mayor variacion en
los datos la inulina es la que tiene una tonalidad mas tenue mientras que el amaranto y la
dextrina presentan una mayor tonalidad. La luminosidad es similar en el amaranto que en la

inulina pero menor en la dextrina.

Estos resultados demuestran la importancia de la eleccién del vehiculo adecuado ya que
dependiendo de la aplicacion que se le vaya a dar se debe escoger uno que cumpla con los
requerimientos del proceso, por ejemplo no es posible usar el amaranto como vehiculo
cuando se quiere aplicar las antocianinas en una bebida ya que su solubilidad no es la

adecuada.

Tabla 32. Evaluacion del color en las diferentes presentaciones del colorante a base de antocianinas

Vehiculo
L* ax b* c* He
Amaranto 18.24+0.59 45.01+0.64 27.9010.47 52.96+0.80 31.79+0.06
Liquido
. . . Dextrina 27.6210.15 59.59+0.16 46.87+.11 75.81+0.19 38.19+0.01
(%Transmitancia)
Inulina 41.05+0.69 65.94+0.28 41.57+0.60 77.96+0.08 32.23+0.48
Amaranto 58.56+0.85 7.13+0.42 2.43+0.59 7.55+0.57 18.65+3.40
Polvo Dextrina 42.44+0.36 11.43+0.15 2.86%0.22 11.79+0.16 14.06£1.05
(% Reflectancia) Inulina 61.90+0.92 15.1740.19 0.70+0.27 15.16+0.19 2.59+0.22
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Grafica 16 Comparacion del color de las diferentes presentaciones en polvo (Harina de Amaranto, Dextrina e Inulina)
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Grafica 17 Comparacion del color de las diferentes presentaciones en polvo (Harina de Amaranto, Dextrina e Inulina)
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9. CONCLUSIONES

Se obtuvieron las mejores condiciones de extraccion de antocianinas del totomoxtle de
maiz criollo morado para su uso en alimentos, usando el método de maceracion las cuales

son:

Disolvente: Etanol 80%
Relacién S/D: 1/10
Namero de extracciones: 2
Acido: Tartarico 1%
Tiempo: 30 min

Sin embargo no hay que olvidar que el mejor disolvente para la extraccion de
antocianinas es el metanol al 80% pero debido a su toxicidad no es permitido en la

industria de alimentos, por lo que se us6 Unicamente con fines de comparacion.

Ya obtenidas estas condiciones se obtuvieron de 26-21mg.yq/g del totomoxtle y del olote
24-21mQcyd/g.

En una siguiente etapa se evaluaron los métodos de extraccion. En el caso del método
de sonicacion se determin6 que la extraccion aumenta un 6 % al aumentar la potencia
de 70 W a 100w, Obteniendo asi un maximo de antocianinas de totomoxtle de 26
mgcye/g. Ademas del contenido de antocianinas, el tiempo de extraccion es afectado por
la potencia, obteniendo 20 min de extraccion al usar el sonicador de 100 W y 30 min al
usar el sonicador de 70 W igualando asi el método de maceracion. Para el método de
microondas el mejor tiempo de extraccidbn de antocianinas del totomoxtle es de 60
segundos obteniendo 25 mgcyd/g y Se observo que al aumentar el tiempo de extraccion
en microondas se disminuye el contenido de antocianinas. En la extraccion asistida por
enzimas a partir del residuo de la extraccion del totomoxtle se determiné que las
enzimas Celluclast y las xilanasas extraen de manera equivalente las antocianinas del
totomoxtle, usando una concentracion 6ptima de 10% (v/v), un pH de 5, a 30°C, el
tiempo de extraccion de antocianinas usando xilanasas es de 6 horas mientras que al
usar Celluclast el tiempo de extraccion es de 12 horas con estas condiciones el uso de

enzimas aumenta 3.7% el rendimiento de la extraccién de antocianinas.
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Tomando en cuenta que ya se evaluaron 4 metodologias diferentes para la extraccion de
antocianinas del totomoxtle y olote de maiz criollo morado, se llegd a la conclusion de
que a pesar que el residuo de la extraccion aun presenta color, la maxima cantidad de
antocianinas extraible es de 28 mg/g tomando en cuenta que al usar etanol al 80% se

extrae el 94% de las antocianinas en comparacion con el uso de metanol al 80%.

Al evaluar el contenido de fenoles totales se determiné que las antocianina obtenidas
representan entre el 47-58% de los polifenoles. El perfil de antocianinas consta de 6
antocianinas, de las cuales se presenta en mayor concentracion la cianidina-3-6-
malonilglucésido, seguida de la  cianidina-3-glucésido, pelargonidina-3-6-
malonilglucésido y peonidina-3-6-malonilglucésido y en menor concentracion la

pelargonidina-3-glucésido y peonidina-3-glucosido.

En la dltima etapa se evalud la estabilidad del extracto de antocianinas obtenidas del
totomoxtle frente a diferentes acidos dando mejores resultados el acido tartarico debido
a que presentd una mayor estabilidad con respecto al tiempo. Al encapsular las
antocianinas en diferentes vehiculos se observd una coloracion diferente dependiendo

del vehiculo usado lo que representa una diversificacién en los colores obtenidos.
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10. RECOMENDACIONES

Los métodos modernos de extraccion representan un aumento en los rendimientos de la
extraccion, ademas de contribuir con el cuidado del ambiente. En el uso del ultrasonido es
conveniente saber si al usar una mayor potencia se logra aumentar el rendimiento o
disminuir el tiempo de extraccion.

Para el uso de enzimas es conveniente evaluar la posibilidad de adicionarlas al principio de
la extraccion para determinar si se aumenta la extraccion e 3.7% que se obtiene del
residuo, ya que se han reportado buenos resultados al realizar la extraccion asistida por
ultrasonidos y enzimas de manera conjunta.

La estabilidad de antocianinas depende de diversos factores por lo que es necesario
realizar un estudio mas profundo y determinar que interacciones se presentan con cada

uno de los vehiculos usados para su estabilizacion.
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