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1. Resumen

Las antocianinas son una clase de compuestos fendlicos presentes en una
gran cantidad de flores o frutos. Gracias a su caracter iénico estos pigmentos
son de alta estabilidad bajo condiciones acidas y son solubles en agua lo que
permite utilizarlos como colorantes de origen natural en alimentos y bebidas.
El objetivo principal de este proyecto es la extraccién y purificacion de
antocianinas obtenidas a partir de olotes de maiz morado (Zea mays L.)

utilizando la tecnologia de ultrasonido.

Este proyecto se llevdo a cabo en cuatro etapas, la primera consistio en la
preparaciéon de muestras de olotes de maiz morado originarias de seis
comunidades del Estado de México, Tlaxcala, Puebla y la Ciudad de México.
Se evalud el contenido de ciertos compuestos bioactivos (antocianinas
totales, flavonoides totales y fenoles totales) de extractos metandlicos
elaborados con las distintas variedades con el objetivo de identificar la
variedad o variedades con cuyo contenido de estos es significativamente
mayor al resto, siendo estas las variedades provenientes de Atlacomulco,
Ocoyoacac, Tlalpan y Xochimilco con un contenido de antocianinas totales de

29.99 a 34.16 mg/g de gluma de olote morado.

La segunda parte fue la optimizaciéon del método de extraccidn asistida por
ultrasonido de alta potencia. Se evaluaron las condiciones bajo las cuales se
maximiza la eficiencia del proceso de extraccién y se determind el tiempo
idéneo de tratamiento, asi como el desempeno de cuatro distintos agentes
extractantes aptos para su uso en la industria alimentaria con el fin de
desarrollar una metodologia que permita obtener un extracto de olote de

maiz morado rico en antocianinas.



Al realizar dos ciclos de extraccién con una solucién al 1% de acido citrico en
etanol 80% a 70 °C durante 30 segundos de tratamiento se logrd extraer
20.23 mg de antocianinas por gramo de gluma de olote morado. Por otro
lado, al utilizar una solucién acuosa de acido clorhidrico al 0.2% a 70 °C se
logré obtener 12.38 mg de antocianinas totales por gramo de gluma de olote

morado.

La tercera parte consistié en la elaboracién de concentrados de olote de maiz
morado ricos en antocianinas. Se elaboraron extractos acuosos utilizando las
variedades Xochimilco y Tlalpan mediante extraccion asistida por ultrasonido
de alta potencia, obteniendo asi una cantidad significativa de extracto rico en
antocianinas. Se obtuvo el perfil de antocianinas de los extractos elaborados
mediante un analisis por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) donde
se determind que las antocianinas mayoritarias del olote de maiz morado
son la cianidina-3-glucdésido (C3G), la cianidina-3(6”-malonil)glucdsido
(C3MG) vy la cianidina-3(3"”,6"’-dimalonil)glucdsido. Estos extractos fueron
posteriormente concentrados mediante la técnica de crioconcentracion,
logrando un aumento en la concentracién de los extractos de un 339% con

una eficiencia de 43.2%.

En la cuarta etapa, a partir de los concentrados liquidos se prepararon
encapsulados de antocianinas y se evalud la estabilidad de las antocianinas
tanto en una solucidn acuosa como en el encapsulado bajo distintas
condiciones de pH y temperatura, donde solo se observd una pérdida
significativa de antocianinas totales al someter soluciones del extracto
acuoso y de encapsulados a 80 °C bajo un pH de 6 durante 90 minutos. Por
ultimo se exploraron aplicaciones potenciales de los extractos vy

encapsulados elaborados para su uso como colorante en alimentos.



Se elabor6 una jalea de guayaba pigmentada con colorante en polvo en una
proporcion de 3.89 g de colorante por kg de producto, obteniendo una jalea

con una coloracion rosada de intensidad adecuada.

2. Introduccidon

En la industria de alimentos se ha desarrollado una tendencia reciente por
reducir el uso de colorantes artificiales. Pigmentos como el rojo citrico N° 2,
la eritrosina o la tartrazina han caido en desuso e inclusive se ha prohibido
Ssu uso en ciertas jurisdicciones. Su consumo se ha ligado a efectos adversos
como el desarrollo de alergias e incluso se han clasificado como potenciales

agentes cancerigenos.

En respuesta a esto, se ha formado una demanda creciente por el desarrollo
y el uso de aditivos de origen natural. Pigmentos de origen vegetal como los
carotenos, las clorofilas o las antocianinas son cada vez mas requeridos por

la industria alimentaria ya que son considerados aditivos seguros.

No solo son compuestos inocuos, si no que gracias a ciertas caracteristicas
como puede ser su potencial antioxidante; la integracion de estos
componentes a una dieta puede influir favorablemente sobre la salud de un
individuo. A partir de esto ha surgido una gran cantidad de productos
farmacéuticos y alimenticios que buscan inducir efectos benéficos sobre el

organismo mediante su consumo.

Simultaneamente, en la busqueda por maximizar la eficiencia de procesos de
elaboracion de alimentos y otros productos; ha habido un auge en el
desarrollo de técnicas y procesos que permitan reducir e incluso aprovechar

los residuos producidos en la agricultura.



Materiales como los tallos y hojas suelen destinarse para la elaboracién de
pienso en el mejor de los casos mientras que en otros simplemente se
desechan sin mas. Sin embargo, muchos tejidos vegetales cuentan con
fibras o compuestos de alto valor, aln si estos no tienen un valor nutricional

como aquellos productos adyacentes con un valor comercial mas claro.

Productos elaborados a partir de fibras y polimeros elaborados con
subproductos de actividades agricolas son relativamente comunes hoy en
dia. El polilactato lentamente ha ido desfasando al polietileno en la
produccion de plasticos desechables y en peliculas protectoras utilizadas
comunmente en envases para alimentos. Otros biopolimeros elaborados a
partir de otros compuestos como el quitosan o la pectina muestran un gran

potencial para ser aplicados de la misma manera.

Por otro lado, la obtencidon de compuestos de alto valor, como pueden ser los
pigmentos naturales mencionados anteriormente, a partir de agroresiduos
sigue siendo un area de estudio con gran potencial. Por lo general los
agroresiduos no suelen ser aprovechados de esta manera hoy en dia. Si bien
hay excepciones como la industria vinicola, la falta de procesos eficientes
mediante los cuales se puedan obtener componentes de alto valor ha

limitado la aplicacién de estos conceptos.

El maiz es uno de los, si no el producto agricola mas importante en México y
es uno de los cereales de mayor valor comercial en el mundo. México es
considerado la cuna del maiz, cultivado desde tiempos prehispanicos, su
consumo esta ligado fuertemente a la cultura e identidad de la poblacion y

forma una parte integral de la dieta de la gran mayoria de los mexicanos.



A partir del maiz se elaboran un sinfin de alimentos de todo tipo, los granos
son altamente nutritivos y han sido la piedra angular de la alimentacion de
las comunidades de la regidén por miles de afios. Las hojas que recubren las
mazorcas, conocidas comunmente como totomoxtle también son de utilidad.
Son utilizadas comiUnmente como envoltura en la elaboraciéon de algunos

alimentos, siendo los tamales la aplicacion mas popular.

Por otro lado, los tallos, hojas y olotes de maiz no se destinan para consumo
humano. Se suelen utilizar como pienso o para la produccién de fibras
naturales en el caso de los tallos. Actualmente existen ciertas aplicaciones
tecnolégicas para estos agroresiduos, siendo la produccion de

biocombustibles y biopolimeros las mas importantes.

Entre las mas de 50 razas de maiz nativo de México, se encuentran varias
razas de maiz pigmentado. En estas razas es comun que el grano, olote,
totomoxtle y/o tallo cuenten con pigmentacion. Los pigmentos que le dan su
color a las razas de maices rojos, morados y azules pertenecen al grupo de

las antocianinas.

Las antocianinas son un grupo de compuestos de origen vegetal
responsables del color de una infinidad de flores, frutos y raices. Estos
pigmentos son de alto valor comercial, hoy en dia son altamente utilizados
en la industria cosmética, aunque suelen obtenerse de otras fuentes. Son
altamente solubles en agua y gracias a su potencial antioxidante su consumo
esta asociado con efectos benéficos como puede ser la prevencién de

enfermedades cardiovasculares.



Considerando todo lo anterior, mediante este estudio se buscdé la manera de
aprovechar los subproductos de la producciéon de maiz pigmentado para la
elaboracion de un aditivo alimentario de origen natural. Esto se realizd
mediante el aprovechamiento de la tecnologia emergentes de extraccién de
ultrasonido, estd tecnologia permite la obtencion de componentes de interés
de una manera eficiente, rapida y de menor impacto ambiental comparada

con técnicas convencionales.

3. Marco Teodrico

3.1 Antocianinas
3.1.1 Generalidades

Las antocianinas son una clase de compuestos fendlicos que se encuentran
en las vacuolas y el citoplasma de las células vegetales de flores, frutos,
tallos o raices de una gran variedad de plantas. Son pigmentos naturales
responsables del color rojo, rosa, anaranjado o azul de estos tejidos,
dependiendo del tipo de antocianina o antocianinas presentes (de la Rosa et
al., 2019).

Su funcion en los tejidos vegetales depende de su locacion, en el caso de las
flores se producen por ser pigmentos potentes para atraer polinizadores,
mientras que su presencia en hojas y tallos se deben a que también fungen
como fitoalexinas, es decir, son sustancias que protegen a la planta de
agentes infecciosos ademas de prevenir dafios causados por radiacién UV
(Jackman y Smith, 1996).



Figura 1. Ejemplos de productos vegetales pigmentados con antocianinas, desde arriba,

izquierda a derecha: Uva merlot, fresa, granada, cereza, maiz morado, frijol negro, arroz

negro, clavel, jamaica, crisantemo, lavanda, camote morado, zanahoria morada, cebolla
morada (Imagenes de iStock).

Las antocianinas pertenecen al grupo de los flavonoides y son glucésidos de
las antocianidinas, es decir, estan constituidas por una molécula de
antocianidina la cual cuenta con uno o mas carbohidratos unidos mediante
enlaces B-glucosidicos (Sinopoli et al., 2019). Si bien es posible que en
cualquiera de los grupos hidroxilo haya una glicosilacion, el hidroxilo del

carbono 3 siempre esta glicosilado (Jackman y Smith, 1996).

Lo que hace especial a las antocianinas es que son los Unicos flavonoides de
caracter ionico (Ravanal y Medina, 2021). A diferencia del resto de los
flavonoides, las antocianinas cuentan con una hidroxilacién en el carbono 3.
La presencia de un grupo enol permite la formacién del ién flavilio el cual les

da su color rojizo o magenta caracteristico.



Existe una gran cantidad de antocianinas distintas sin embargo, en la
naturaleza la gran mayoria de las antocianinas presentes en tejidos
vegetales corresponden a los derivados de seis antocianidinas: Cianidina,
delfinidina, malvidina, pelargonidina, peonidina y petunidina (Wallace y
Giusti, 2019).

La cianidina es la antocianina mas abundante siendo esta el esqueleto de
cerca del 50% de todas las antocianinas y se encuentra cominmente en
tallos, raices y hojas. La peonidina y la petunidina son las responsables por
el color rojo o magenta de la mayoria de las bayas y flores. La delfinidina es
la antocianina mayoritaria en flores de color violeta o azul. La pelargonidina
si bien es rojiza en solucidn es la antocianina responsable del tono
anaranjado en ciertas flores o frutos como la fresa. Por ultimo la malvidina
otorga un color purpura intenso y es la antocianina mayoritaria en los vinos
tintos (Enaru et al., 2021).

Sustituyentes
Antocianidina

R! R?
Pelargonidina H H
Cianidina OH
Delfinidina OH OH
Peonidina OCH; H
OH ! Petunidina OCH; OH
Azucar o
Malvidina OCH; OCH;

Figura 2. Estructura de una antocianina, los distintos tipos de antocianidina se caracterizan
de acuerdo a los sustituyentes presentes en las posiciones R! y R? (de la Rosa et al., 2019).

Las antocianinas son compuestos cuya estabilidad estd fuertemente ligada a
diversos factores como el pH, la temperatura o la exposiciéon a la luz
UV-visible, asi como la presencia de otros compuestos en solucion como
pueden ser los azlUcares, metales, agentes antioxidantes e incluso ciertos

copigmentos (Sharma et al., 2016).



En general son de alta estabilidad y altamente solubles en agua bajo
condiciones acidas lo que permite utilizarlos como colorantes de origen

natural en alimentos y bebidas (Grumezescu et al., 2019).

Las antocianinas pueden encontrarse en una de cuatro conformaciones
dependiendo del pH. La formacion del ion flavilio se favorece a un pH menor
a 3, este estd asociado con una coloracién rojiza o magenta intensa. En
condiciones de menor acidez se favorece la formacién de estructuras
quinoidales, a un pH entre 4 y 5, las antocianinas se encuentran en la forma
de una pseudobase incolora, mientras que a un pH entre 7 y 9 se tornan de

un color violaceo. A un pH superior a 10, las antocianinas se tornan de un

O
HO 0 ,a oH

color azul (de la Rosa et al., 2019).

Figura 3. Estructura de la cianidina a diferentes condiciones de pH.

La gran variedad de tonos y matices de los distintos érganos pigmentados
por antocianinas no se deben Unicamente a la estructura quimica y el pH al
que se encuentran la antocianina o antocianinas presentes si no que también

juega un papel importante el fendmeno de la copigmentacion.



La copigmentacion se refiere al fendbmeno por el cual la formacién de
complejos entre un compuesto colorido y un compuesto o ion metalico que si
bien no cuenta con un color por si mismo es capaz de intensificar o
preservar el color de un pigmento al asociarse con este (Trouillas et al.,
2016).

En el caso de las antocianinas existen tres tipos de copigmentacion
importantes, el primero es la copigmentacidon intermolecular la cual ocurre
cuando el copigmento es una molécula organica como suele ocurrir con los
flavonoides, taninos y acidos fendlicos presentes en los tejidos vegetales
(Trouillas et al.,, 2016). El copigmento incoloro interacciona con la
antocianina, alterando la distribucién y densidad electrénica del croméforo lo
que resulta en una modificacién en su espectro de absorcién (Morata et al.,
2019).

Un caso especifico de la copigmentacion intermolecular se da cuando el
propio pigmento tiene actividad copigmentante, es decir el pigmento es
capaz de interaccionar con si mismo, a este fendmeno se le denomina
autoasociacién. Las antocianinas son propensas a la autoasociacién, en
especial en altas concentraciones la densidad del color pierde la relacion
lineal con la concentracién de antocianinas y se observa un color mas

intenso al esperado (Morata et al., 2019).

Por ultimo se encuentra la copigmentacién con iones metalicos, estos
principalmente provocan un cambio en el matiz de las antocianinas. Las
antocianinas interaccionan con cationes metalicos como Fe®*, Cu?* y AI**
entre otros y son los responsables del color violeta o azul de diversas flores

y plantas bajo condiciones no alcalinas (Sinopoli et al., 2019).
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3.1.2. Estabilidad de Antocianinas

Las antocianinas se pueden encontrar en diversas conformaciones distintas
dependiendo del pH de la solucidon en la que se encuentren. Generalmente
bajo condiciones altamente acidas (pH < 1) la estabilidad de las antocianinas
se maximiza gracias a la formacion del iéon flavilio (Wallace y Giusti, 2019).
En soluciones neutras o alcalinas se favorece la degradacién de las
antocianinas debido a la hidrdlisis de los enlaces glicosidicos. A un pH
superior a 10 las antocianinas se degradan con rapidez, estas condiciones
permiten la formacion de chalconas las cuales pueden resultar en la

fragmentacion de la antocianidina en acidos fendlicos.

Las antocianinas cuyo anillo B estd poco sustituido, i. e. derivados de
pelargonidina y cianidina, son en particular susceptibles a este mecanismo
de degradacion. La presencia de grupos electrodonadores como el hidroxilo y

el metoxilo, asi como acilaciones o glicosilaciones, estabilizan a la

antocianidina y dificultan la fragmentacién (Enaru et al., 2021).

0% ___20% __40% _80% _ 100%

Figura 4. Estabilidad de antocianinas de camote morado en soluciones etandlicas tras 60
horas de almacenamiento (Ma et al., 2017).

Si bien estas reacciones pueden ocurrir a temperatura ambiente, la

degradacién se favorece notablemente a temperaturas altas.
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Esto ha representado un obstaculo en el uso de antocianinas como colorante
en alimentos ya que es comun que el proceso de elaboracion requiera de un
tratamiento térmico el cual podria llegar a los 180 °C, condiciones bajo las
cuales hay pérdidas significativas del color y potencial antioxidante de las

antocianinas (Enaru et al., 2021).

Inclusive se han observado pérdidas significativas en el contenido de
antocianinas en productos o alimentos tras someterlos a tratamientos
térmicos relativamente suaves como la pasteurizaciéon (75°C por 15 min) o
el blanqueado (90 °C por 3 min) (Patras et al., 2010).

El potencial antioxidante del medio también juega un papel importante en la
estabilidad de las antocianinas. Debido a su alto potencial antioxidante estas
suelen oxidarse ya sea directamente o por la accién de enzimas oxidasas
como la polifenoloxidasa. Ciertos compuestos generados por la oxidacion de
acidos fendlicos como la clorogenoquinona obtenida tras la oxidacién del
acido clorogénico son capaces de degradar a las antocianinas, estas inducen
la formacion de productos de condensacion lo que resulta en un

pardeamiento (Patras et al., 2010).

Los carbohidratos de las antocianinas pueden presentar acilaciones; ya sean
acidos aromaticos como el acido cumarico, ferdlico y sinapico o acidos
alifaticos como el maldnico, oxalico y succinico. Las antocianinas cuyos
carbohidratos estan acilados presentan una estabilidad significativamente
superior, en especial aquellas con sustituyentes aromaticos ya que la
presencia de estos grupos favorece la copigmentacion por autoasociacién en

las antocianinas (Sinopoli et al., 2019).
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Ademas del impedimento estérico, la presencia de estos grupos reduce el
caracter electrofilico de la molécula, es por esto que las antocianinas
aciladas son menos propensa a los ataques nucleofilicos que desencadenan

la degradacién (Jackman y Smith, 1996).

La copigmentacion y el pH son los factores principales que estabilizan a las
antocianinas in vivo, se ha observado que modulan y preservan el color de
frutas, vegetales y flores. Ese mismo mecanismo se observa en los
productos alimenticios elaborados a partir de estos como lo son bebidas,

jaleas, salsas y purés (Sinopoli et al., 2019).

3.1.3 Propiedades Nutracéuticas

Ademas de su potencial tecnoldgico en alimentos, las antocianinas son de
interés para la industria alimentaria ya que se consideran compuestos
nutracéuticos, es decir su consumo tiene efectos benéficos sobre la salud. El
consumo de ciertos productos ricos en antocianinas ha formado parte de la
medicina tradicional, las bayas de color rojizo o purpura intenso como el
arandano y la grosella se consumen regularmente por sus efectos benéficos
mientras que la col morada, la zanahoria negra y la papa morada son
ejemplos de vegetales ricos en cianidina que se consumen regularmente con

el fin de prevenir enfermedades (Khoo et al., 2017).

La principal propiedad que hacen a las antocianinas compuestos
nutracéuticos es su alta capacidad antioxidante, caracteristica que
comparten con la gran mayoria de los flavonoides (de la Rosa et al., 2019).
Se define como antioxidante a cualquier sustancia capaz de captar o
desactivar radicales libres, como lo son las especies reactivas de oxigeno,

nitrégeno, entre otros (Morata et al., 2019).
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El anillo B de las antocianinas es capaz de captar estas especies reactivas ya
que el intermediario resultante es bastante estable, ademas de que los
grupos hidroxilo libres que estan presentes en los carbonos 3 y 5 del anillo A
fungen como electrodonadores, estabilizando alin mas a la molécula una vez

que esta se oxida (Enaru et al., 2021).

Su poder antioxidante in vivo, el cual se exacerba al inducir un aumento en
la actividad de ciertas enzimas oxidoreductasas como la superdxido
dismutasa y la catalasa, se refleja en su capacidad para reducir el estrés

oxidativo sobre las células.

Esto a su vez les otorga a las antocianinas potencial antiinflamatorio y
antitumoral, el cual se ve reflejado en su potencial para inhibir la
degradacién de proteinas musculares (Khairani et al., 2020) asi como su
potencial como agentes profilacticos  frente a enfermedades

cardiovasculares, cancer, entre otras (Ravanal y Medina, 2021).

Se ha observado que los alimentos ricos en antocianinas tienen algunos
efectos benéficos en el organismo que no se relacionan directamente con su
capacidad antioxidante (Khoo et al., 2017). Como describen Jokioja et al.
(2021), quienes mencionan que el consumo de antocianinas es capaz de
reducir el indice glucémico durante la etapa postprandial de la digestién y
ralentiza el maximo de concentracién de glucosa en sangre, un alto indice
glucémico junto con un pico temprano de glucosa en sangre tiene una
correlacidon estrecha con el desarrollo de diabetes tipo II y otros sindromes

metabolicos.
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3.1.4. Aplicaciones

Las antocianinas se utilizan extensivamente en la industria cosmética, y se
ha descubierto su potencial como ingrediente funcional. Debido a su
capacidad para absorber la radiacién UVB y al inducir ciertos procesos
bioldgicos, su aplicacion topica esta relacionada tanto directa como
indirectamente con una menor incidencia en el desarrollo de melanomas en

las zonas donde se aplicé el compuesto (Diaconeasa et al., 2020).

Figura 5. Muestras de textiles de lana y lino tefiidos con distintas fuentes de antocianinas.
(Ozipowicz, 2019)

De la misma manera, las antocianinas se utilizan cominmente como
colorantes en la elaboracion de alimentos y bebidas; los alimentos
elaborados con antocianinas se pueden considerar alimentos funcionales. Por
ejemplo, Barba et al. (2022) utilizaron antocianinas de olote de maiz morado
como colorante en una conserva de rabanos. Diaz Garcia et al. (2021)

elaboraron una bebida en polvo a base de té y olote de maiz morado.
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En general las antocianinas se pueden utilizar como colorante en cualquier
alimento con cierto grado de acidez, condiciones donde se observara una

coloracién rojiza intensa (Grumezescu et al., 2019).

Las antocianinas también se pueden utilizar como pigmentos para tefir
ciertos textiles. Si bien las antocianinas son altamente solubles en agua, es
posible obtener textiles tefiidos con una alta fijaciéon de color mediante el uso
de mordentes. Compuestos como el sulfato de aluminio permiten la
obtencién de textiles rojizos o violaceos con una fijacion alta frente al lavado

y a exposicion a la luz (Mongkholrattanasit et al., 2014).

3.2 Maiz
3.2.1. Generalidades

El maiz (Zea mays) es un cereal perteneciente al grupo de las gramineas y
de la Maydeae, de la cual el maiz es la unica especie domesticada. Junto con
el arroz y el trigo forma parte integral de la alimentacion humana, siendo
este cereal el cultivo de mayor rendimiento de grano alimenticio gracias a su
alta actividad fotosintética. Aunque, a diferencia del trigo y del arroz, la
mayor parte de la produccién mundial de maiz se destina a la elaboracion de
biocombustibles y de alimento para ganado (Garcia Lara y Serna Saldivar,
2019).

El maiz es una planta alta que cuenta con raices fibrosas, consiste en un solo
tallo de pocas ramificaciones, del cual brotan hasta 30 hojas lanceoladas de
manera alternada. La planta del maiz se desarrolla durante el verano y su
ciclo de produccién de mazorca oscila entre los 120 y 210 dias, dependiendo
de la raza y las condiciones de desarrollo, en especifico de la temperatura y
la altitud.
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Las distintas variedades e hibridos se pueden cultivar en altitudes que van
del nivel del mar a los 2400 metros sobre el nivel del mar (Lozano Martinez
y Belden Fernandez, 2019).

Cada planta cuenta con una sola ramificaciéon en la cual se desarrolla una
inflorescencia femenina (mazorca) mientras que en la punta del tallo se
desarrolla la inflorescencia masculina o espiga (Sanchez Ortega, 2014).
Entre los cereales de interés comercial el maiz destaca por su capacidad de
realizar tanto autopolinizacion como polinizacidon cruzada, lo que facilita
significativamente el proceso de mejoramiento del maiz (Garcia Lara y Serna
Saldivar, 2019).

Una vez que la inflorescencia femenina es polinizada en esta se empieza a
desarrollar el grano. Los granos se agrupan en hileras alrededor del olote,
un eje fibroso que conforma la mazorca. Cada mazorca cuenta con
trescientos a mil granos y esta cubierta por una serie de hojas protectoras
(totomoxtle). El color y peso de los granos varia dependiendo de la variedad
y las condiciones de cultivo, estos pueden ser blancos, amarillos, rojizos o
negros y pueden llegar a constituir hasta un 40% del peso seco total de la
planta (Benitez, 2006).

El grano de maiz es posiblemente el cereal con mayor valor nutricional, es el
grano con mayor contenido de carbohidratos y lipidos, aunque su valor
proteico es relativamente pobre (Paliwal, 2001). El grano estd compuesto
por tres partes: el pericarpio, una cubierta de almiddon céreo que recubre y
protege al grano; el endospermo, un tejido que funge como reserva de
energia durante el germinado y la parte de mayor interés comercial; y el
germen, el cual contiene el embrién de la planta y el tejido que servira como

la primer hoja del brote (Garcia Lara y Serna Saldivar, 2019).
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Figura 6. Morfologia del maiz (Davila Pérez, 2016).

Existen diversas teorias sobre el origen del maiz. Una describe que se
desarrollé a partir del cruzamiento entre ancestros de Coix spp. y Sorghum
spp; gramineas originarias del sudeste asiatico y el noreste africano,

respectivamente.

Otra teoria afirma que el maiz es originario de los Andes, esta teoria se basa
en la alta diversidad genética entre los maices nativos de la zona. Sin
embargo la teoria mas aceptada hoy en dia es que el maiz es originario del
centro y sur de México, esta teoria esta respaldada por la presencia de otras
especies del género Zea en la zona entre las cuales se encuentra el teocinte

o teocintle, la planta considerada el ancestro del maiz (Paliwal, 2001).
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3.2.2. Variedades de Maiz

Hoy en dia se reconocen mas de 220 razas de maiz, de las cuales 64 son
originarias de México. Los nombres de las distintas razas de maiz originarias
de México se suelen designar de acuerdo a caracteristicas de la mazorca o
del grano, por la zona geografica donde se origind o por los grupos indigenas
que los cultivan tradicionalmente (Garcia Lara y Serna Saldivar, 2019). Las

distintas razas de maiz originarias de México se dividen en siete grupos:

Conico: El grupo con mas integrantes, incluye los maices cuya mazorca tiene
esta morfologia. Integrado por las razas Arrocillo, Cacahuacintle, Chalquefio,
Conico, Cdnico Norteno, Dulce, Elotes Cdnicos, Mixteco, Mushito, Mushito de
Michoacan, Negrito, Palomero de Chihuahua Palomero de Jalisco, Palomero

Toluqueno y Uruapefo.

Dulce  Elotesconicos

Palomero de Palomerode  Palomero

; Mushito de i
Mushito Negrto " Chihuahua Jalisco  Toluguedio

Michoacan Uruapeiio

Figura 7. Razas de maiz del grupo cénico (CONABIO, 2020).

Sierra de Chihuahua: Conformado por los maices de esta zona geografica
con excepcion del Palomero de Chihuahua, ya que a diferencia de este las

mazorcas de los maices de este grupo suelen ser alargadas y cilindricas.
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Integrado por las razas Amarillo de Montana, Apachito, Azul, Complejo

Serrano de Jalisco, Cristalino de Chihuahua y Gordo.
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Figura 8. Razas de maiz del grupo sierra de Chihuahua (CONABIO, 2020).

Ocho hileras: Estos maices se caracterizan por ser nativos de zonas de poca
altura y por producir mazorcas largas con ocho a doce hileras de granos.
Integrado por las razas Ancho, Blando, Bofo, Bolita, Elote Occidental,
Harinoso de Ocho, Jala, Onaveno, Tablilla de Ocho, Tabloncillo, Tabloncillo

Perla y Zamorano Amarillo.
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Figura 9. Razas de maiz del grupo ocho hileras (CONABIO, 2020).
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Chapalote: Grupo conformado por maices provenientes de las planicies
costeras del pacifico, las mazorcas son largas y con forma de pluma.

Integrado por las razas Chapalote, Dulcillo del Noroeste, Elotero de Sinaloa y
Reventador.

B S

Chapalote Dulcillo de Noroeste Elotero de Sinaloa Reventador

Figura 10. Razas de maiz del grupo chapalote (CONABIO, 2020).

Tropicales Precoces: Son maices originarios de regiones semidridas, en
respuesta a cantidades menores de lluvia las mazorcas pasan por un ciclo de

maduracion corto. Integrado por las razas Conejo, Nal-Tel, Ratén y Zapalote
Chico.

Nal-Tel

Zapalote chico

Figura 11. Razas de maiz del grupo tropicales precoces (CONABIO, 2020).

Dentados Tropicales: El grupo con mayor distribucion en México, sus
integrantes suelen ser los mas utilizados en programas de mejoramiento
genético. Las mazorcas son de tamafio mediano y los granos tienen una
forma caracteristica. Integrado por las razas Celaya, Chiquito, Chiapaneco,
Cubano Amarillo, Nal-Tel de Altura, Pepitilla, Tepecintle, Tuxpefo, Tuxpefo
Nortefio, Vandeno y Zapalote Grande.
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Figura 12. Razas de maiz del grupo dentados tropicales (CONABIO, 2020).

Maduracién Tardia: Conformado por razas originarias del sureste de México,

se caracterizan por un tiempo de maduracion prolongado y alta sensibilidad

a la variacion del total de horas de luz solar en el dia debido al cambio de

estacion (fotoperiodo). Integrado por las razas Dzit-Bacal,
Coscomatepec,

Comiteco,
Mixefio, Motozinteco, Negro de Chimaltenango, Olotillo,

Olotén, Quichefo, Serrano, Serrano Mixe y Tehua.

TR - - Negrode
Dzit-Bacal Comiteco Coscomatepec Mixefio Motozinteco Ehima%enangu

Dlotillo Olotdn Quicheiio Serrano Serrano Mixe Tehua

Figura 13. Razas de maiz del grupo maduracion tardia (CONABIO, 2020).
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De las 64 razas originarias de México 59 son nativas, mientras que las razas
Cubano Amarillo, Nal Tel de Altura, Negro de Chimaltenango, Quicheno y

Serrano son maices originarios de Guatemala y el Caribe (CONABIO, 2020).

3.2.3. Composicidon Quimica

La composicidén de las distintas partes del maiz depende de diversos factores
como la raza o variedad, asi como las condiciones geograficas en las que
este se desarrolle. El tejido mas estudiado, debido a su valor comercial, es el
grano. Su alto contenido calérico estd almacenado en forma de almidon, el
cual representa cerca de un 75% del peso total del grano. (FAO, 1993). Por
otro lado, los demas tejidos si bien cuentan con un contenido de
carbohidratos totales similar a la del grano una parte significativa de estos
es fibra dietética (Risco Mendoza, 2007).

Los granos de maiz también son ricos en minerales como el fésforo,
magnesio, manganeso y potasio aunque la concentracidon suele variar de
acuerdo a las condiciones del suelo donde se cultive. El grano también puede
contar con algunas vitaminas como carotenoides, tocoferoles, tiamina y
niacina pero estas se encuentran en bajas cantidades o, en el caso de la

niacina, su biodisponibilidad es baja.
Cabe mencionar que la concentracion de estos nutrientes en el endospermo

es baja o nula, por lo que frecuentemente es necesaria la fortificacion de

harinas refinadas y sémolas de maiz (Acosta Estrada et al., 2019).
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Tabla 1. Composicién del grano y olote de maiz (Risco Mendoza, 2007).

Porcentaje

Componente
Grano Olote
Humedad 11.4 11.20
Proteina 6.7 3.74
Grasa 1.5 0.32
Cenizas 1.7 3.31
Carbohidratos 76.9 57.42
Fibra 1.8 24.01

Ademas de los distintos nutrientes el maiz cuenta con fitoquimicos, se le
denomina fitoquimico a cualquier compuesto bioactivo de origen vegetal que
no contribuye al valor nutrimental. El maiz es rico en compuestos fendlicos y
fitosteroles, y es el cereal que cuenta con la mayor concentracion de estos

compuestos bioactivos. (Siyuan et al., 2018).

Algunas razas o variedades de maiz también contienen fitoquimicos que no
suelen estar presentes en el resto de los maices. En el caso de maices
amarillos se encuentran carotenoides como la luteina mientras que en olotes
morados y azules se encuentran antocianinas como la cianidina-3-glucésido
(Suriano et al.,, 2021). Los maices rojos son los Unicos en los que se

encuentran cantidades significativas de ambas clases de pigmentos.

Entre los compuestos ubicuos del grano de maiz se encuentran el acido
ferilico y el a&cido cumarico. Estos componentes se encuentran
principalmente en el pericarpio y la capa de aleurona del grano ya sea

glicosilados o formando parte de la pared celular.
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De estos, solo el acido ferulico se encuentra biodisponible sin un tratamiento
previo del grano (Acosta Estrada et al., 2019). El consumo de estos acidos
fendlicos esta asociado con una menor incidencia de enfermedades
cardiovasculares gracias a su potencial antioxidante y antiinflamatorio
(Zhang et al. 2020).

Las antocianinas son el compuesto bioactivo mas importante presente en los
maices azules, morados y rojos. Si bien todos los maices cuentan con otros
flavonoides como la maicina y la isoorientina estos se encuentran en muy
bajas concentraciones en la mayoria de los tejidos del maiz, siendo el
estigma o seda de maiz la excepcidon mas importante (Tian et al., 2021). Las
antocianinas por otro lado, son consideradas los flavonoides de mayor
interés presentes en el maiz. Estos componentes se encuentran en altas
concentraciones en maices pigmentados y son los agentes responsables de

su color.

cianidina-3-glucdsido cianidina-3-(6"-malonil}glucésido

Figura 14. Estructuras quimicas de las antocianinas principales del maiz morado.

Las antocianinas principales en el maiz son la cianidina-3-glucdsido (C3G) y
la cianidina-3-(6"-malonil)glucésido (C3MG). Todas las variedades de maiz
pigmentado, con excepcion del maiz amarillo el cual debe su color a
carotenoides como la luteina y la zeaxantina (Acosta Estrada et al., 2019),

contienen estas dos antocianinas en altas concentraciones.
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Otras antocianinas como la peonidina-3-glucdsido, la
pelargonidina-3-glucésido asi como los derivados 3”,6"-dimalonil y succinil
de cianidina, peonidina y pelargonidina también pueden encontrarse en

concentraciones menores (Davila Pérez, 2016).

peonidina-3-(&"-malonil)glucosido pelargonidina-2-{6"-malonil)glucdsido
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Figura 15. Algunas antocianinas minoritarias presentes en el maiz morado.

El contenido de antocianinas en granos de maiz pigmentado usualmente
oscila entre los 0.6 a 1.0 mg/g de peso seco (Zhang et al. 2020). Sin
embargo en razas que cuentan con otros o6rganos pigmentados la
concentracion de antocianinas puede ser mucho mas alta. En estos casos
incluso se observa que las antocianinas representan una porcion significativa
de la composicion de la planta; como ocurre con ciertas variedades de maiz
cacahuacintle en las cuales las antocianinas representan hasta el 1.5% del

peso seco total del olote y el totomoxtle (Ferndndez Aulis et al., 2019).

3.2.4. Uso y Aplicaciones Industriales

El maiz es una planta que se cultiva extensivamente en muchas partes del
mundo por su alto valor comercial. El grano es el producto de maiz mas
valioso ya que ademas de ser un alimento de alto valor energético, el
almidén que conforma el endospermo del grano también se suele utilizar
como materia prima en ciertos procesos tecnolégicos (FAO, 1993). Ademas
del grano, la mazorca entera de maiz es considerada una hortaliza y su
comercializacion y consumo es comun; por otro lado otras partes de la
planta (hojas, tallos, olote) también son de utilidad para ciertos procesos

industriales (Lozano Martinez y Belden Fernandez, 2019).
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En el mundo se producen anualmente mas de un billdn de toneladas de
grano de maiz. Estados Unidos es el principal productor de maiz en el
mundo, contribuyendo con cerca del 30% de la produccién mundial anual de
maiz, seguido de este se encuentran Brasil, China, Sudafrica, Ucrania,
Argentina, India y México (Ranum et al., 2014). Estos paises en conjunto
generan mas del 60% de la produccion mundial de maiz (FAOSTAT, 2020). A
diferencia de los otros cereales cultivados de forma masiva, una parte
significativa de la produccién de maiz se destina a otras aplicaciones ademas

del consumo humano.

El uso que se le da al maiz producido localmente varia entre los distintos
paises productores; en general en los paises cuya produccion de maiz es
baja esta va enfocada en la elaboracion de piensos o alimentos. Por otro
lado, los paises cuya produccion es superior suelen exportar la mayor parte
o bien, utilizan el maiz para la elaboraciéon de biocombustibles, jarabes,

biopolimeros y otros productos a partir del almidén de maiz.

México destaca entre estos paises ya que a pesar de ser uno de los lideres
mundiales en produccidon de maiz también ocupa el segundo lugar en la
importacién de maiz. Esto se debe a que la produccién nacional se utiliza
para elaborar alimentos o productos tecnolégicos de alto valor (Davila Pérez,
2016) mientras que el maiz importado se destina principalmente al consumo
indirecto mediante la produccion de productos carnicos (Gobierno de México,
2020).

En el caso de los paises cuyo consumo de maiz es relativamente bajo, se ha

observado un aumento en la demanda de este grano para su consumo

directo.
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El crecimiento de la demanda de maiz para consumo humano en el mundo
se debe en parte a la globalizacion, especificamente al surgimiento de la
demanda mundial por alimentos elaborados a base de maiz de origen
mexicano, como las tortillas, totopos, entre otros (Lozano Martinez y Belden
Fernandez, 2019)

Debido a los grandes voliumenes en los que se produce el grano de maiz, su
obtencién también implica la generacién de agroresiduos en cantidades
considerables (Ranum et al., 2014). Entre los subproductos del maiz se
encuentran los tallos, hojas y olotes de maiz, estos tejidos estan constituidos
principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina. La celulosa contenida en
los residuos de maiz se puede utilizar para la produccién de biocombustibles
(Jenkins, 2014).
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Figura 16. Diagrama de flujo de productos de maiz para consumo humano y de animales
(Miah et al., 2013).
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Si bien el proceso para obtener biocombustibles a partir del almidon del
grano de maiz es mas eficiente; la cantidad de agroresiduos es una potencial
fuente de cantidades enormes de combustible. Por ejemplo se reporta que,
de aprovecharse completamente con este fin, a partir de subproductos de
maiz procedentes de la produccién de norteamérica se podrian generar mas

de 38 billones de litros de etanol al afio (Ruan et al., 2019).

Cabe mencionar que si bien el uso de biocombustibles tiene un impacto
ambiental menor al de los combustibles fdsiles; la quema de productos
elaborados a partir de materiales que de otra manera serian composta
puede resultar en un aumento neto en la generacidén de gases invernadero,

comparado con la qguema de combustibles fdsiles (Jenkins, 2014).

Entre las aplicaciones del maiz se encuentra la produccién de materiales
plasticos. Al introducir las fibras de tallos, olote o totomoxtle de maiz en las
matrices de ciertos plasticos es posible reemplazar parte de la mezcla con
componentes de origen vegetal sin que este tenga un impacto negativo
sobre las propiedades del material. Inclusive en ciertos casos se puede
observar que incluir estas fibras aumenta la estabilidad térmica e influye de
manera favorable sobre las propiedades reoldgicas de los polimeros (Mohite
et al., 2022).

Los distintos componentes de los agroresiduos de maiz también pueden ser
utilizados para obtener productos de alto valor comercial. Ademas de ser
parte de la composicion de materiales plasticos, ciertos componentes del
maiz se pueden utilizar para producir biopolimeros. Compuestos como el
polilactato o la carboximetilcelulosa se pueden obtener mediante el

procesamiento de la biomasa residual de maiz (Rahman et al., 2020).
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Las diversas partes no comestibles del maiz también son ricas en
compuestos bioactivos, de hecho estos se suelen encontrar en
concentraciones mas altas que en el grano. En particular la seda o estigma
de maiz tiene una alta concentracidn de acidos clorogénicos. Si bien este
tejido no se obtiene en altos volumenes, a partir de este se pueden obtener
hasta 100 mg equivalentes de acido clorogénico por gramo de seda de maiz
(Zili¢ et al., 2016).

3.2.5. Olote

El olote, también conocido como coronta o raquis, es un tejido fibroso de
forma cilindrica o cénica que se encuentra en el centro de la mazorca de
maiz. Los granos de maiz se desarrollan en hileras que brotan del olote
conforme se desarrolla la mazorca. El olote estd conformado por tres capas:
Un nucleo poroso, llamado médula o pith; un anillo lefioso, que recubre la
médula y contribuye a la mayor parte del peso seco total del olote; y la
gluma, un tejido relativamente suave que protege los granos inmaduros

durante las primeras etapas de desarrollo de la mazorca (Zou et al., 2021).

La composicion del olote varia entre las distintas partes, en general los
tejidos del olote estdan conformados principalmente por hemicelulosa,
celulosa y lignina. Entre los microcomponentes se encuentran acidos
hidroxicinamicos como el acido ferulico, acido clorogénico y el acido
cumarico. El olote entero se suele utilizar tradicionalmente como pienso o
como combustible, ya sea directamente o mediante la produccion de
bioenergéticos; asi como componente de relleno en diversos materiales. Por
ejemplo, forma parte de la formulacidon de ciertas maderas comprimidas y de

materiales plasticos compuestos.
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Figura 17. Morfologia del olote de maiz.

Su inclusién resulta en un material con propiedades mecanicas deseables,
como puede ser mayor fuerza tensil (Pratheep et al., 2020). Las ligninas
contenidas en el olote se utilizan en la produccion de resinas plasticas,

principalmente en la produccion de poliuretano (Patel et al., 2023).

La médula de olote, debido a su alta porosidad es idénea para la elaboracién
de carbdén activado el cual gracias a sus propiedades adsorbentes puede
utilizarse en diversas aplicaciones como la purificaciéon de biogas (Surra et
al., 2022), tratamiento de aguas residuales (Christica et al., 2018), entre

otros. La médula contiene una alta concentracion de acidos hidroxicinamicos.

La mayor parte de los acidos hidroxicinamicos estan ligados a la fraccion de
lignina que compone la fibra de olote, siendo necesario un proceso de
hidrélisis alcalina para obtenerlos en su forma libre. (Takada et al., 2018).
Guillén Sanchez et al. (2023) disefiaron una metodologia que permite
extraer mas de 90 mg de compuestos fendlicos totales equivalentes de acido

galico por gramo de muestra de olote de maiz criollo peruano.
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Tabla 2. Composicién de las distintas fracciones de olote de maiz (Takada et al., 2018).

Composicion (% de peso seco total)

Tejido
Celulosa Hemicelulosa Lignina Almidén Fenoles Proteina Cenizas
Gluma 36.3 41.4 18.8 0.3 0.5 2.3 3.1
Anillo
. 31.6 46.9 15.7 0.3 1.0 2.1 1.4
Lefioso
Médula 34.8 39.9 17.3 2.1 3.5 2.4 2.4

Ademas, se han desarrollado distintas técnicas y protocolos a partir de los
cuales se puede obtener compuestos de alto valor a partir del olote. Por
ejemplo, es posible obtener hasta 14 mg de acido ferulico y 30 mg de acido
cumarico por gramo de olote al aplicarle un tratamiento alcalino durante seis
horas (Torre et al., 2008).

El anillo lenoso es rico en xilanos, los cuales se pueden utilizar como sustrato
para biorreactores para la produccidon de prebidticos, probidticos o productos
de fermentacién (Patel y Shukla, 2017). Los xilanos presentes en el anillo
lefioso del olote de maiz son una de las materias primas mas importantes
para la obtencidn de furanos, y en particular la produccion de furfural
(Zhang et al., 2017).

Al someter al olote a un proceso de hidrdlisis acida, es posible obtener
cantidades considerables de este compuesto organico. El furfural es un
compuesto de alto valor econémico debido a su utilidad como precursor en la
elaboracion de solventes, resinas, etc. En el caso del olote, es posible la
obtencion secuencial de etanol y furfural, mediante procesos de hidrdlisis
selectiva (Qiao et al., 2022).
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En el caso de las variedades cuyos olotes presentan pigmentacion, sélo la
gluma cuenta con cantidades significativas de pigmento. En general, la
gluma de olote es el tejido de maiz donde se observa una mayor
concentracion de colorantes, seguido por la seda y las hojas de maiz

(Paulsmeyer et al., 2022).

Tabla 3. Compuestos bioactivos principales en olotes de maiz morado cuantificados
mediante HPLC. (Gonzalez Camacho, 2022)

Tipo de compuesto bioactivo (mg/g de muestra seca)

Componentes

Mayoritarios Antocianinas Flavonoides Acidos fendlicos libres

Componente Cianidina-3-(6"-malonil) Catequina Acido clorogénico
Principal glucésido (1.727) (2.887) (1.223)

Componente Cianidina-3-glucésido Epicatequina Acido ferulico

secundario (1.528) (1.739) (0.712)

Componente Peonidina-3-glucosido Rutina Acido galico

terciario (0.492) (0.732) (0.256)

Al igual que con el resto de los tejidos de maices rojos, morados y azules,
las antocianinas mayoritarias en la gluma de olote son |la
cianidina-3-(6"-malonil)glucésido y la cianidina-3-glucésido. También se
encuentran peonidinas y petunidinas, asi como derivados dimalonil o succinil

de estas antocianinas (Suriano et al., 2021).

Los olotes pigmentados, y en especial el olote morado; ha sido objeto de
estudio por su potencial como fuente de antocianinas. Se han evaluado
distintas metodologias y condiciones para extraer antocianinas a partir del
olote de maices pigmentados, obteniendo entre 0.3 y 39 mg de antocianinas

totales por gramo de olote seco (Navarro et al., 2018).
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Las antocianinas obtenidas a partir de olotes pigmentados se utilizan para la
elaboracion de colorantes para la elaboracidn de cosméticos y alimentos,
estos colorantes son de alto valor no solo por su poder pigmentante si no

por su alto potencial antioxidante.

3.3. Condiciones Geograficas del Centro de México

3.3.1. Generalidades Geograficas de México

La geografia de México es altamente variada gracias a su extensiéon y
ubicacion geografica, especificamente a su latitud y a la presencia del
Océano Pacifico al oeste y sur del pais asi como el Golfo de México al oeste.
En México se encuentran tres clases de clima diferentes: el clima A o calido,

el clima B o humedo y el clima C o templado (Garcia, 2004).

La gran diversidad de climas en México se debe en gran parte a su topologia.
Las cinco sierras madre de México (Oriental, Occidental, del Sur, de Chiapas
y de Oaxaca) que cubren la mayor parte del pais son responsables de los
climas templados que las rodean debido al efecto del aumento de altitud
(Vidal Zepeda, 2005). Por otro lado, la Sierra Madre Oriental es responsable
del clima seco del norte del pais, ya que esta limita el paso de corrientes de

aire humedo provenientes del Golfo de México (SEP, 2022).

El altiplano o mesa central es la regidn geografica localizada entre las
coordenadas 22° N, 102° W y 19° N, 97° W, superficie que corresponde a la
territorio enmarcado por la Sierra Madre Occidental al oeste, la Sierra Madre
Oriental al este, el eje volcanico al sur y las sierras de Zacatecas,

Guanajuato y Querétaro al norte (Vidal Zepeda, 2005).

35



112 110 08 0] Lt | 02 100 aK ==

-]

Iz

Escarpados del Sur

00 0 100 200 Kikbmetros
™ —

103 110 Ll - 1046 L] -1013 -104) 4K o

Figura 18. Mapa del Territorio Mexicano, la linea sélida delimita la regién del altiplano
mexicano, la linea punteada representa las cordilleras que definen a la mesa central.
(Dominguez Dominguez y Pérez Ponce de Leon, 2009).

Esta regién abarca partes de los estados de Jalisco, Querétaro, Estado de
México, Morelos, Puebla, Hidalgo y Michoacan, ademas de contener a la
Ciudad de México y el estado de Tlaxcala (Dominguez Dominguez y Pérez
Ponce de Ledn, 2009). La altitud de la mesa central va desde los 900 m
sobre el nivel del mar en el valle de Santiago ubicado en el oeste, hasta los

5400 m sobre el nivel del mar del pico del volcan Popocatépetl.
El territorio que abarca la mesa central de México estd conformado por las

laderas interiores de las cordilleras montafiosas que limitan esta zona asi

como los diversos altiplanos y valles enmarcados por estas.
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La mesa central incluye altiplanos a altitudes mayores a los 2000 m sobre el
nivel del mar como la llanura de San Juan, las cuencas de México, Cuitzeo y
Patzcuaro y el valle de Toluca; y los valles y lagos de altitud menor a los
2000 m sobre el nivel del mar como los valles de Tulancingo, Tequisquiapan,
San Juan del Rio y Atomajac; asi como la regién del Bajio y el terreno que

rodea el lago de Chapala (Lépez de Llergo, 2003).

La regidon cuenta con seis climas distintos de acuerdo al sistema de
clasificacién de Képpen modificado, utilizado por el Instituto de Geografia y
Estadistica (INEGI). El primer tipo de clima es el clima calido, el cual incluye

regiones donde la temperatura media del mes mas frio es mayor a los 18 °C.

Figura 19. Clima calido subhimedo en la Reserva de la Bidsfera de Sian Ka’an, Quintana Roo
(Fotografia de Martha xucunostli, Wikimedia Commons).

Dentro de los climas calidos se encuentra el clima calido humedo y el clima
calido subhumedo, se considera una regidon de clima himedo aquella en la
que la precipitacién percibida en el mes mas seco del afio es superior a los
60 mm de lluvia. De otra manera se clasifica como clima subhimedo
(Garcia, 2005).

37



Los climas aridos y semiaridos dependen de la relacidon entre la precipitacion
media anual (PMA) y el coeficiente de precipitacion limite el cual dependera

de la temperatura media anual (TMA) de la region.

Figura 20. Clima semiseco en el desierto de Chihuahua
(Fotografia de Adbar, Wikimedia Commons)

Los climas templados son aquellos en los que la temperatura maxima del
mes mas frio es mayor a los 10 °C y la temperatura minima del mes mas
caliente es inferior a los 18 °C. El clima templado subhimedo se define
como aquel en el que la percepcidon de lluvia media en el mes mas seco es
menor a los 40 mm, cuando la precipitacién percibida estd por encima de

este limite se considera un clima templado himedo.
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Figura 21. Clima templado subhimedo en el Parque Nacional Insurgente Miguel Hidalgo y
Costilla, Estado de México (Fotografia de Tim & Annette, Wikimedia Commons)

Por ultimo, en México también hay clima polar, estos se definen como
aquellas regiones en las que la temperatura del mes mas célido es inferior a
los 10 °C. Se divide entre polar de alta montafa, tundra y hielo perpetuo. En
México solo se observa el clima polar de alta montafia, caracterizado por una
altura superior a los 2000 m sobre el nivel del mar (Finlayson, 2014; Garcia,
2005).
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Figura 22. Clima polar de alta montafia en la cima del volcan Citlaltépetl, Puebla
(Fotografia de Ralf Roletschek, Wikimedia Commons)

3.3.2. Condiciones Geograficas de la Mesa Central

Para fines de este estudio se hara énfasis en las condiciones geograficas de
la regién oriental de la mesa central, la cual incluye a las entidades Ciudad
de México, Estado de México, Puebla y Tlaxcala; estados que coinciden con
los origenes de las variedades de olote de maiz morado evaluadas. En esta
region los meses mas lluviosos son de junio a septiembre y la temporada
mas calida va de abril a junio independientemente del clima local. El clima
templado semihimedo, presente en practicamente toda la Ciudad de México
y Tlaxcala asi como en el centro y norte del Estado de México y el centro de
Puebla presenta una temperatura media anual que oscila entre los 15y 17°C

y una percepcion de lluvia anual de entre 600 y 1200 mm de precipitacion.
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Figura 23. Mapa climatoldgico del centro de México, modificado de INEGI, s.f.

En las regiones de clima seco y semiseco como el oeste de Hidalgo, norte del
estado de México o el sureste de Puebla la temperatura media anual es de
entre 14 y 17°C se perciben de 500 a 600 mm de lluvia. Por otro lado se
observan climas calidos en las regiones norte de Hidalgo y Puebla al igual
gue el suroeste del Estado de México y Puebla. Las temperaturas medias
anuales en estas regiones oscilan entre los 24 y 26 °C y perciben entre 900
y 1350 mm de lluvia (INEGI, 2021a; 2021b, 2021c, 2021d, 2021e).

En las regiones de México ajenas a la mesa central, los suelos de mayor

incidencia son aquellos cuyas caracteristicas limitan el desarrollo de

actividades agricolas.
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Suelos como los leptosoles (suelo delgado), los calcisoles (suelo calizo),
entre otros; no son aptos para la agricultura debido al caracter accidentado
del terreno en el que se suelen encontrar, a la baja fertilidad ocasionada por
su composicidon, a su baja capacidad para retener humedad o a su baja
profundidad (SEMARNAT, 2002). Por otro lado, en las entidades que
corresponden al este de la mesa central los suelos suelen ser de mayor
utilidad para actividades agricolas. Los suelos mas comunes en esta zona

son los suelos de tipo andosol y de tipo feozem.

Figura 24. Ejemplos de suelos comunes en la mesa central, de izquierda a derecha:

Andosol, feozem, leptosol (Fotografias de Jan Nyssen, Wikimedia Commons)

El suelo de tipo andosol es el mas comun en esta regién del pais, este se
encuentra en areas con actividad volcanica, se encuentran cerca de los
volcanes del valle de México y son el terreno mayoritario en el sur de la
Ciudad de México y el oeste y centro del Estado de México (INEGI, 2021a;
2021c¢).

Son suelos suaves y lodosos que cuentan con una alta capacidad de
retencion de agua y facilitan el enraizamiento, son ricos en minerales vy

silicatos ya que estan compuestos parcialmente por ceniza volcanica.

42



Son el tipo de suelo con la mayor cantidad de carbono organico por lo que
suelen ser bastante fértiles, sin embargo son propensos a la erosion y por su
textura su uso en terreno inclinado, como el que se observa en las laderas

del valle de México, es complicado (Kdgel-Knabner y Amelung, 2014).

El suelo de tipo feozem es de coloracidon parda y oscura. Es comun en areas
templadas subhimedas y se encuentra principalmente en el sur de Hidalgo,
el norte y noreste del Estado de México y el norte de Tlaxcala (INEGI,
2021b; 2021c, 2021e).

El suelo feozem es considerablemente fértil gracias a su alto contenido de
minerales y de carbono por lo que cominmente se utiliza para la produccién
de granos; pero es altamente susceptible a la erosién la cual reduce la
fertilidad del suelo al retirar las capas superiores de suelo ricas en nutrientes
(SEMARNAT, s.f.).

3.4. Extraccidn de Compuestos Naturales

3.4.1. Extractos Naturales

Desde los inicios de la civilizacion se han utilizado una gran variedad de
plantas, hongos e incluso ciertos animales para una infinidad de aplicaciones
(Fongang et al. 2021). Hoy en dia gracias al desarrollo tecnoldgico es posible
elaborar compuestos de origen natural mediante otros medios, como en el
caso de muchos farmacos, aditivos alimentarios y agentes nutracéuticos
como el acido salicilico del sauce, la vainillina de la vainilla o dcido ascérbico

de diversas frutas.
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Figura 25. Fuentes de aditivos alimentarios de alto valor. De izquierda a derecha: Vainilla,

grana cochinilla, maiz morado. (Imagenes de Adobe Stock)

En algunos casos es viable elaborar estos compuestos de interés mediante
rutas de sintesis orgdnica como ocurre con los compuestos mencionados
anteriormente. Sin embargo, comunmente no existe un proceso de sintesis
organica, comercialmente o no, viable para obtener estos componentes.
Cuando esto ocurre es necesario cultivar el o las fuentes naturales que
generan el producto de interés mediante sus procesos de biosintesis innatos

y a partir de estos obtenerlos mediante un proceso de extraccion.

El desarrollo de técnicas, metodologias y procesos para la extraccién de
compuestos bioactivos a partir de fuentes naturales es de gran interés para
la industria farmacéutica, cosmética y de alimentos. En el caso de esta
ultima, se debe a que durante los uUltimos afos se ha desarrollado una
demanda por alimentos funcionales, es decir se busca elaborar alimentos
que contengan compuestos bioactivos y cuyo consumo tenga un efecto

benéfico sobre el organismo (Kurek et al., 2022).

Una de las formas en las que se puede preparar un alimento funcional es al
agregar compuestos bioactivos o bien, al agregar un concentrado de algun
producto que contenga compuestos bioactivos. Por lo regular estos

componentes se encuentran en concentraciones relativamente bajas.

44



Se prefiere utilizar componentes de mayor pureza para elaborar alimentos
funcionales; ya que los concentrados suelen alterar significativamente las

propiedades sensoriales del producto de una manera negativa.

Ademads, es vital que la elaboracion del extracto no requiera del uso de
sustancias no aptas para el consumo humano, como pueden ser ciertos
solventes organicos. Es necesario que el proceso mantenga la degradacién o
transformacion de los componentes activos al minimo. De otra manera se
veria reducida la concentracion y/o el efecto benéfico de los componentes de

interés del extracto (Sasidharan et al., 2010).

Ya que cada compuesto bioactivo asi como sus fuentes requieren de un
tratamiento especifico para su extraccién; se han desarrollado distintas
formas y métodos para elaborar extractos de compuestos bioactivos a partir

de plantas.

3.4.2. Técnicas de Extraccién de Compuestos Naturales

La técnica o técnicas de extracciéon idénea para elaborar un extracto
dependera principalmente de las caracteristicas del compuesto o compuestos

bioactivos a extraer.

El método tradicional para realizar extracciones liquido-solido es el método
de maceracion el cual consiste en pulverizar la materia prima de la cual se
desea extraer el compuesto bioactivo para posteriormente suspender las
particulas en un agente extractante, por lo regular un solvente organico ya

sea en frio o bajo calentamiento.
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Las ventajas de este método son su alta simplicidad y que no requiere de
ningln equipo especializado, las desventajas incluyen que requieren de un
tiempo de tratamiento prolongado, requieren de altas cantidades de
solventes organicos y que se suelen obtener rendimientos menores a los
observados con metodologias que utilizan tecnologias emergentes debido a

degradacién inducida por el tratamiento térmico (Banerjee et al., 2017).

Ultrasonido

........

Tecnologias
Emergentes

Pulsos Eléctricos

Microondas

Fluidos Supercriticos

Figura 26. Ejemplos de tecnologias emergentes para la extraccion de compuestos de alto
valor.
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Cuadro 1. Tecnologias Emergentes para la Extraccion de Compuestos Bioactivos (Azmir et
al., 2013; Brombenger et al., 2017; Lemes et al., 2021; Medina Torres et al., 2017; Patra et
al., 2022; Piasecka et al., 2021).

Tecnologia

Fundamento

Ventajas

Desventajas

Aplicaciones

Fluido
supercritico

Utiliza gases como el
CO, sobre su punto
critico para extraer

sustancias no polares

eficientemente,
gracias al alto poder
de difusién del fluido.

No requiere de
calentamiento
intenso, eficiencia de
extraccion alta y
tiempo de extraccién
notablemente corto.

Usar presiones muy
altas puede implicar
riesgos de operacion,
dificilmente extrae
sustancias polares sin
modificadores (e. g.
etanol).

Extraccidon de
naringina de cascaras
de toronja (Citrus
paradisi), catequina y
epicatequina de
semilla de uva (Vitis
vinifera) Chardonnay.

Pulsos de El campo eléctrico Aumenta la eficiencia Induce la formacion Extraccion de
Campo inducido aumenta de extraccion sin de especies reactivas isoflavonas de frijol
Eléctrico drasticamente la inducir un aumento de oxigeno en el de soya (Glycine

permeabilidad de las | en la temperatura, es extracto los cuales max), antocianinas
membranas celulares, apta para ser usada pueden degradar de piel de uva Merlot,
lo que favorece la como pretratamiento compuestos polifenoles de piel de
extraccion de para complementar bioactivos con mango (Mangifera
compuestos polares. otras técnicas. potencial indica).
antioxidante.
Microondas Se aplica energia No requiere el uso de Su uso requiere Extraccidon de
electromagnética de solventes organicos, aumentos de betalainas de
600 MHz a 600 GHz calienta la muestra temperatura, por lo pitahaya
sobre la muestra, lo de manera uniforme | que no se recomienda (Selenicereus
que calienta el medio y con alta para extraer undatus), pectina de
y puede romper las reproducibilidad. productos cascara de maracuya
membranas celulares. termolabiles. (Passiflora edulis).
Ultrasonido Utiliza ondas sénicas Se puede realizar a Requiere el uso de Flavonoides de
superiores a los 20 condiciones estandar, agua, puede inducir cascara de naranja
KHz que inducen de facil manejo, alta la formacion de (Citrus sinensis),
cavitacion en el reproducibilidad. especies reactivas de | compuestos fendlicos
medio, lo que rompe oxigeno al utilizar de moringa (Moringa
membranas celulares frecuencias muy oleifera).
altas.
Enzimas Mediante el uso de De facil manejo, Requieren Compuestos fendlicos

enzimas cataliticas se
debilitan las fibras del
tejido vegetal,
favoreciendo la
difusién de los
compuestos activos
hacia el solvente.

reducen tiempos de
extracciéon y
aumentan el
rendimiento. Se
pueden utilizar en
conjuncion con otras
técnicas.

condiciones de
temperatura y pH
controladas, son de
alto costo y pueden
requerir tiempos de
tratamiento
prolongados.

de bagazo de
frambuesa (Rubus
idaeus), compuestos
fendlicos de piel de
naranja, compuestos
fendlicos de bagazo
de uva.
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Existen distintas metodologias utilizadas cominmente que buscan eliminar
una o mas de estas limitantes del método como la extraccion Soxhlet la cual
consiste en la extraccion de los compuestos bioactivos mediante un
percolado en el que el solvente recircula continuamente, las altas
temperaturas requeridas por el proceso aumentan el rendimiento, sin
embargo pueden inducir la degradacion térmica de los compuestos a extraer
(Santos y Santana, 2022).

Hoy en dia existen diversas técnicas de extraccidon que buscan aplicar
tecnologias emergentes con el fin de obtener compuestos bioactivos con un
rendimiento superior, minimizando la degradacion de los compuestos y

reduciendo drasticamente los tiempos de extraccién.

Técnicas como la extraccion mediante CO, supercritico, la extraccion asistida
por ultrasonido, extraccién asistida por microondas o la extraccion asistida
por pulsos eléctricos son las técnicas de extraccion emergentes mas

evaluadas (Santos y Santana, 2022).

3.4.3. Extraccion Asistida por Ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido consiste en una técnica de extraccion
liguido-sdlido en la cual la aplicacion de ondas ultrasdnicas favorece
significativamente la extraccion. En especifico se observa un aumento
significativo en el rendimiento de extraccién comparado con la maceracion
tradicional o bien; en una reduccidon notable en el tiempo de tratamiento
requerido para obtener un extracto liquido de concentracion similar (Kuram
et al., 2021).
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En la literatura se pueden encontrar una gran variedad de aplicaciones de
esta metodologia de extraccién para la extraccion de fitoquimicos,
principalmente se prefiere para extraer compuestos bioactivos labiles ya que
por este medio se pueden realizar extracciones a temperaturas

relativamente bajas y con un tiempo de tratamiento corto.

El fundamento detras de la extraccién asistida por ultrasonido consiste en
que, al aplicar ondas ultrasdnicas de una frecuencia superior a los 20 kHz, se
forman gradientes de presidon dentro del medio lo cual induce la formacién
de burbujas de cavitacién, es decir, la formacion de burbujas microscépicas

de vapor (Kuram et al., 2021).

Estas burbujas colapsan poco después de formarse lo que provoca una onda
de choque que puede perturbar e incluso romper la pared celular de los
tejidos vegetales que contienen los compuestos bioactivos, liberando estos

componentes en el medio de extraccién (Zahari et al., 2020).

Bandeja i - Muestra
4 Tanque
Trasductor — /\\ /\ /\ /\\
L 1 1 J 1 [

Figura 27. Diagrama de un bafio ultrasénico.

La extraccion asistida por ultrasonido se puede llevar a cabo mediante el uso
de uno de dos equipos: con un bano ultrasénico o con una sonda ultrasdnica,

también conocida como sonicador u homogeneizador ultrasénico.
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El primero consiste en un tanque de agua en el cual se colocan las muestras
para el tratamiento y una serie de transductores piezoeléctricos colocados
debajo del tanque generan las ondas ultrasdnicas. Las desventajas del bafio
ultrasoénico incluyen que estos suelen ser de baja potencia y que, ya que las
ondas de sonido no se aplican de manera uniforme en el tanque, el proceso
de extraccion mediante bafio ultrasénico puede ser de baja reproducibilidad

al usar equipos diferentes (Kumar et al., 2021).

Las ventajas del uso de bafios ultrasénicos incluyen que su operacién y
manejo es sencillo, son equipos mas econémicos (Kuram et al., 2021), y que
el proceso suele ser de alta reproducibilidad entre réplicas ya que se llevan a

cabo bajo condiciones de presion y temperatura ambientales.

Ademas, el que los bafos sean de baja potencia los hace idoneos para la
elaboracion de productos labiles, ya que al exponer un extracto a ondas
ultrasdénicas de alta potencia (>700 W) o de frecuencias superiores a los 380
MHz (Medina Torres et al., 2017).
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Generador
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Figura 28. Diagrama de una sonda ultrasénica (Editado a partir de Wen et al., 2021).
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Por otro lado, la sonda ultrasénica consiste en un transductor piezoeléctrico
conectado a un dedo o cuerno, el cual administra la energia sonica
directamente sobre la muestra (Zahari et al., 2020). Las ventajas principales
de este método incluyen que aplicar las ondas ultrasénicas sobre la muestra
es mas eficiente energéticamente y que los tiempos de tratamiento pueden

ser aun mas cortos que los que se observan con el bano ultrasénico.

Ademas la sonda administra la energia de manera uniforme en toda la
muestra; por lo que el proceso de extraccidén suele contar con una
reproducibilidad superior a la observada en extracciones realizadas mediante

bafos ultrasénicos (Medina Torres et al., 2017).

Entre las desventajas del uso de sondas ultrasénicas se encuentra que,
debido a las altas frecuencias en las que se utilizan, se induce la formacion
de radicales libres los cuales degradan los compuestos bioactivos de interés,
en especial aquellos con alta capacidad antioxidante (Kumar et al., 2020). El
uso de sondas ultrasdnicas es mas complicado, y llevar a cabo procesos a
altas amplitudes o durante tiempos prolongados mayores a cinco minutos

puede deteriorar el cuerno o dedo de la sonda (Picd, 2013).

3.5 Crioconcentracion

La obtencién y aislamiento de compuestos bioactivos de alta pureza a partir
de extractos de productos naturales es una de las tareas mas dificiles en la
industria de alimentos, cosmética y farmacéutica. Sin embargo, para las
primeras dos aplicaciones es viable utilizar concentrados sin refinar de estos

componentes.
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La elaboraciéon de concentrados de extractos naturales es un proceso de
interés para las industrias de alimentos ya que su uso implica menores
costos de transporte y almacenamiento, ademas de las posibles aplicaciones
que no serian viables al utilizar extractos crudos (Bastias Montes et al.,
2021).

Hoy en dia se produce una gran variedad de concentrados de frutas y
hortalizas en la industria de alimentos; en gran parte gracias a la demanda
por alimentos funcionales, como lo son productos cuya formulacién incluye

concentrados de bayas o raices debido a sus propiedades nutracéuticas.

Existen tres métodos para concentrar un extracto: evaporacion, filtracion de
membrana y congelacion (Bastias Montes et al., 2021). Debido a la
naturaleza termolabil de la mayoria de los compuestos bioactivos disponibles
en productos vegetales; concentrar un extracto natural que contenga estos
componentes o bien, separar estos componentes de un solvente puede

representar un reto.

.
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Figura 29. Diagrama de un proceso de crioconcentracidn pasiva.
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Si bien hay técnicas como el liofilizado, la ésmosis inversa o el secado
asistido por vacio que logran hacer esto sin un tratamiento térmico intenso;
estos procesos implican costos muy elevados por lo que estan reservados
para la obtencién de productos de alto valor agregado o cuando se elaboran

en volumenes considerables (Albergamo et al., 2020).

La crioconcentracién o concentracidon por congelacién es una técnica de
concentracion que no requiere de calentamiento y permite concentrar un
extracto acuoso de manera sencilla y con un costo relativamente bajo.
Consiste en congelar un extracto y antes de que este se funda
completamente separar la fraccion de hielo del extracto liquido o licor de

crioconcentrado.

Al dejar que este se funda parcialmente se obtiene una fracciéon de hielo
relativamente puro y una fraccion liquida de concentracién mayor a la inicial.
De esta manera se puede retirar parte del agua sin calentar un extracto y
por ende, sin afectar las propiedades nutracéuticas y sensoriales de este
(Zielinski et al., 2018).

La crioconcentracion se puede realizar de distintas maneras, la manera mas
sencilla es la crioconcentracién pasiva. La crioconcentracién pasiva o
crioconcentracidon en bloque consiste en dejar reposar el extracto congelado
a temperatura ambiente, permitiendo que este se derrita paulatinamente e ir

recolectando el extracto liquido concentrado.
La ventaja principal de este método es que es la manera mas sencilla de

concentrar un extracto sin calentamiento, ya que no requiere de ningun

material o equipo una vez que se obtiene el extracto congelado.
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Dependiendo de las cantidades de extracto a concentrar, el proceso de
crioconcentracion puede tomar horas; sin embargo gracias a la simplicidad
de la técnica se pueden crioconcentrar varios lotes de un extracto de manera
simultanea. Otras variantes de la técnica de crioconcentracidon incluyen
métodos que buscan acelerar la separacién de las fracciones; como la fusidn

asistida por microondas o la crioconcentracidon por centrifugacion.

O bien técnicas que permitan la formacién de cristales de hielo de mayor
tamano, lo que aumenta la diferencia de concentracion de los compuestos de
interés entre las dos fracciones; como puede ocurrir al aplicar
ultracongelacién, con intercambiadores térmicos de superficie raspada (Aider
y de Halleux, 2008) o mediante crioconcentracidn por suspensién, la cual
consiste en inducir la cristalizacion mediante nucleacién para asi obtener una
buena separacion entre el concentrado o licor y la fraccion de hielo (Aider y
de Halleux, 2009).

Gracias a la capacidad de este método para concentrar un extracto sin
alterar sus propiedades nutrimentales o sensoriales se han utilizado distintas
técnicas de crioconcentracion para elaborar una gran variedad de
concentrados de extractos naturales de origen vegetal e incluso para ciertos

productos lacteos.

Se ha aplicado esta técnica para obtener compuestos bioactivos a partir de
aguas residuales de procesos industriales como el agua de uva obtenida en
el proceso de vinificacion; concentrar jugos de frutas como la manzana,
naranja, toronja entre otros; asi como la elaboracion pastas o purés de

frutas como el tomate o la pina (Aider y de Halleux, 2009).
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4. Hipotesis

Se espera que al menos una de las variedades de olotes de maiz morado
cuente con una concentracion de antocianinas cercana a un 40% mas que el
promedio de las variedades a evaluar, y que a partir de esta se logre obtener
un colorante apto para su uso en alimentos; elaborado a partir de un
extracto de olote de maiz morado mediante la técnica extraccion asistida por

ultrasonido de alta potencia.

5. Objetivos

5.1. Objetivo General

La elaboracién de un extracto concentrado de antocianinas mediante la
tecnologia de ultrasonido de alta potencia, a partir de olotes de maiz morado
(Zea mays L.) provenientes del centro de México para evaluar su potencial

aplicacién como colorante en un alimento.
5.2. Objetivos Particulares

e Evaluar el contenido de compuestos bioactivos en olotes de maiz
morado provenientes del centro de México

e Identificar la variedad o variedades de olotes de maiz morado con
mayor contenido de antocianinas totales.

e Diseflar y optimizar una metodologia para la elaboraciéon de extractos
de antocianinas de olotes de maiz morado aptos para su uso en
alimentos, mediante la extraccién asistida por ultrasonido de alta

potencia.
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e Elaborar aislados de antocianinas de olotes de maiz morado para su
caracterizacidon mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC,
por sus siglas en inglés).

e Elaborar un concentrado de antocianinas de olote de maiz morado apto
para su uso en alimentos.

e Elaborar y evaluar la estabilidad de un colorante elaborado a partir de
antocianinas de olotes de maiz morado.

e Preparar un producto alimenticio como ejemplo de una posible
aplicacion del colorante elaborado a partir de antocianinas de olotes de

maiz morado.
6. Equipos y Materiales

Instrumental

e Vasos de precipitado de 50, 400, 600 y 1000 mL.
e Matraces Erlenmeyer de 25, 50, 250, 500 y 1000 mL
e Matraces de filtracién rapida de 25, 50, y 500 mL
e Matraces bola de 25, 50 y 500 mL

e Pipetas graduadas de 5y 10 mL

e Pipetas volumétricas de 5y 10 mL

e Probetas graduadas de 10, 50, 100, 250 y 500 mL
e Rallador de cocina

e Cepillo de acero inoxidable

e Tamiz de N° 40 (0.420 mm de apertura)

e Embudo Hirsch

e Embudo Blchner

e Papel filtro

e Celita
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e Espatula

e Agitador de vidrio

e Agitador magnético

e Cubetas de espectrofotometro de plastico de 1 mL
e Cubetas de espectrofotometro de cuarzo de 2 mL
e Micropipetador Eppendorf de 100 y 1000 pL

e Puntas de micropipeta de 100 y 1000 pL

e Tubos de ensayo de 12 x 75, 13 x 100y 16 x 150 mm
e Botellas Duran de 50 mL

e Botellas de polietileno de 1000 mL

e Filtros de membrana de PES de 0.22 uym

e Frascos para Liofilizadora Labconco de 600 mL

e Material de Filtracion de Membrana Millipore

Reactivos

e Etanol 96% (Conquimex)

e Metanol (Meyer)

e Acetato de Etilo (Congquimex)

e Hexano (Conquimex)

e Acetonitrilo grado HPLC (Honeywell)
e Acido formico 88% (Mallinckrodt), HPLC (Sigma Aldrich)
e Acido acético (Sigma Aldrich)

e Acido citrico

e Acido clorhidrico 34% (Sigma Aldrich)
e Cloruro de potasio (Baker)

e Hidréxido de sodio Q. P. (Conquimex)
e Nitrito de sodio 98.5% (Mallinckrodt)

e Cloruro de aluminio anhidro (Sigma)
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e Reactivo de Folin-Ciocalteu 2 N (Sigma Aldrich)

e Carbonato de sodio (Baker)

e Cloruro Férrico 98.7% (Mallinckrodt)

e Catequina 98% (Sigma Aldrich)

e Acido gélico (Baker)

e Resina Adsorbente Amberlite XAD-7HP (Sigma Aldrich)
e Dextrina

e Acido oxdlico 99.7% (Baker)

Equipo

e Estufa de cultivo

e Molino de café Mr. Coffee

e Balanza analitica OHaus

e Potencidémetro Cole Palmer AB15 (Electrodo Accumet 13-620-285)

e Bafo ultrasénico Cole-Palmer 8892 100 W, 42 KHz

e Sonda ultrasénica QSonica Q500 (Cuerno 220B de 2 pulg.)

e Espectrofotdmetro CBG-Cintral

e Rotavapor Blichi R-215

e Agitador orbital Lab-Line

e Cromatdégrafo de Liquidos de Alta Resolucion Waters (Autoinyector
Waters 2707, Bomba de HPLC Waters 1525, Detector de Absorbancia
UV-Vis Waters 2487, Desgasificador In-Line Waters AF)

e Columna Hypersil ODS GOLD (250 x 4.5 mm, 5 pm)

e Refrigerador

e Ultracongelador Harris

e Liofilizadora Labconco FreeZone 4.5
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7. Metodologia

7.1. Diseno Experimental

Este proyecto se llevd a cabo en cuatro etapas. La primera consistidé en la
preparacién de las muestras de las distintas variedades de olote de maiz
morado a evaluar; para encontrar diferencias significativas en el contenido
de compuestos bioactivos y en especial de antocianinas totales. Esto se
realizd con el fin de seleccionar la variedad o variedades con un contenido
significativamente mayor de antocianinas totales, para con estas realizar los

procesos subsecuentes.

La segunda consistié en el desarrollo y optimizaciéon de la metodologia de
extraccién asistida por sonda ultrasdnica para la elaboracion de colorantes
aptos para su uso en alimentos. Se hicieron pruebas con distintos tiempos
de extraccion con el fin de encontrar el tiempo minimo de proceso que
permite obtener la mayor cantidad de antocianinas de olote de maiz morado.
Ademas, se realizaron pruebas con distintos agentes extractantes cuyo uso
esta permitido en alimentos, buscando identificar el o los solventes que

demostraran un rendimiento superior.

La tercera consistid en la elaboracion de extractos a mayor escala con la
metodologia y agentes extractantes seleccionados. Se prepararon cantidades
significativas de concentrados de olote de maiz morado ricos en antocianinas
con los cuales se podran usar como colorantes para alimentos. Ademas, se
obtuvieron antocianinas purificadas de olote de maiz morado con el fin de

caracterizarlas mediante HPLC.
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La Ultima etapa consiste en la elaboracion de colorantes a partir de
concentrados de olote de maiz morado ricos en antocianinas. Se elaboraron
una serie de encapsulados con mezclas de dextrina y harina de amaranto
como agentes encapsulantes. Se realizaron pruebas de estabilidad
aceleradas a diferentes niveles de pH de los encapsulados elaborados asi
como del concentrado acuoso, con el fin de determinar si hay diferencia
significativa en la estabilidad de los encapsulados. Por ultimo se utilizaron
estos colorantes para elaborar un alimento como muestra de una potencial

aplicacion del colorante.

Preparacion de Muestras

Cuantificacion de Compuestos Bioactivos en
Variedades Seleccionadas

Desarrollo y Optimizacion de Metodologia
de Extraccién

Elaboracion de Extractos de Olote de Maiz
Morado

Elaboracién y Evaluacion de Colorantes de
Olote de Maiz Morado

Figura 30. Esquema de bloques de la estrategia experimental.

7.2. Preparacion de Muestras y Extractos

Las muestras de maiz morado se colocaron en un horno de secado a 60 °C
durante no menos de 48 horas. Una vez que las muestras de olote
estuvieran secas, se desgrand y se exfolid cada olote utilizando un cepillo de

acero inoxidable.
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Después de retirar la capa superior del olote con el cepillado se tall6 con un
rallador de cocina, retirando asi la mayor cantidad de gluma del raquis. Las
dos fracciones del exfoliado de cada variedad se juntaron, se molié el
exfoliado en un molino de café y se hicieron pasar por un tamiz de 0.420
mm; obteniendo un polvo de gluma de olote de maiz morado que representa
cerca del 20% del peso seco total del olote. Los polvos de las distintas
muestras de gluma de olote de maiz morado se reservaron en un lugar

oscuro, fresco y seco hasta su eventual uso.

-

Figura 31. Mazorca y olote de maiz morado, variedad Tlalpan.

Para determinar la seleccion de variedades se elaboraron extractos
metandlicos en pequefa escala. Se pesdé 0.5000 + 0.0500 g de polvo de
gluma de olote y se colocd6 en un matraz Erlenmeyer de 25 mL;
posteriormente se le agregaron 10 mL de una soluciéon de metanol al 80%
acidificada al 1% con acido acético glacial. Las mezclas se sometieron a
extraccion asistida por bafio ultrasénico a 30 °C durante 30 minutos.
Finalizando el tratamiento el extracto metandlico se filtré a través de papel

filtro y celita.
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Para definir la metodologia para la extraccion asistida por ultrasonido de alta
potencia se prepararon extractos de la siguiente manera: Se pesé 2.0000 +
0.1000 g de polvo de gluma de olote y se colocaron en una botella Duran de
50 mL; se le agregaron 40 mL del solvente a evaluar y se sometieron a
extraccion mediante sonda ultrasoénica. Los extractos se filtraron a través de
papel filtro y celita. En el caso de la evaluacién de agentes extractantes el

residuo sdlido se sometié a un segundo ciclo de extraccién.

7.3. Preparacidon de Aislados de Antocianinas

Para la obtencion de aislados de antocianinas de olote de maiz morado para
su caracterizacion mediante HPLC se realizé lo siguiente: Se pesé 8.00 =+
0.01 g de gluma de olote de maiz morado pulverizado y se colocd en un
matraz Erlenmeyer de 250 mL. Se le agregd 160 mL de extractante
metandlico acidificado con acido acético y se sometid a extraccién mediante
bafio ultrasonico a 30 °C durante 30 minutos. El extracto se filtré a través de
papel filtro y celita, se vertié en un matraz bola de 500 mL y se evaporo el

metanol del extracto con ayuda de un rotavapor.

El concentrado acuoso se lavd con hexano y acetato de etilo. Se vertid el
concentrado lavado en un matraz Erlenmeyer de 500 mL y se le agregd
aproximadamente 200 mL de agua; se le agregd la resina adsorbente
gradualmente, mezclando constantemente, hasta que el sobrenadante
tuviera un color rosa tenue. Se dejo reposar la mezcla en refrigeracién

durante 12 horas.
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Se separd la resina del sobrenadante con un papel filtro; se le aplicaron
lavados con agua destilada, mezclando suavemente, hasta que el agua de
lavado fuera incolora. Se prepard una solucion metandlica de acido
clorhidrico al 0.1% vy se lavd la resina adsorbente con esta solucidn,
separando asi las antocianinas de olote de maiz morado de la resina hasta
que la resina fuera de un color rosa tenue. La solucion metandlica de
antocianinas obtenida se llevd a sequedad con ayuda de un rotavapor y se

almacenaron los cristales obtenidos bajo refrigeracion.

7.4. Crioconcentracion

Para la preparacion de extractos acuosos para la elaboracién de colorantes
se mezclaron 10.00 g = 1.00 g de gluma de olote de maiz morado
pulverizado con 250 mL de una solucion de acido citrico al 1% o bien, con
250 mL de HCI al 0.2%. La mezcla obtenida se sometid a extraccion asistida
por ultrasonido de alta potencia a una amplitud de 50 durante 30 segundos,
se filtré a través de papel filtro y se realizd un segundo ciclo de extraccién
con el residuo obtenido. Las dos fracciones se mezclaron en una botella de
polietileno de 1000 mL y se almacenaron en ultracongelacién durante 12

horas.

El extracto congelado se dejo fundir a temperatura ambiente, recolectando el
licor de crioconcentrado en vasos de precipitado de 300 mL. La fraccién de
hielo resultante se fundié en un bano de agua a 30 °C. Se midid el volumen
del licor obtenido y se sometid a un segundo y tercer ciclo de
crioconcentracion mientras que las fracciones de hielo se reservaron bajo

refrigeracién para su posterior recuperacion.
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Figura 32. Crioconcentracion pasiva de extractos acuosos de totomoxtle de maiz morado.

7.5. Determinacion de Antocianinas Totales

Las antocianinas totales se cuantifican siguiendo el método colorimétrico de
pH diferencial, modificado a partir del método utilizado por Giusti y Wrolstad
(2001) para determinar antocianinas totales. Se prepararon dos soluciones
amortiguadoras: la primera de cloruros, 0.025 M de pH = 1.00 £ 0.05; vy la
segunda de acetatos, 0.4 M de pH = 4.50 £ 0.05. En un tubo de ensayo se
agreg6 100 pL de una dilucidén del extracto a evaluar y se mezclé con 900 uL

de solucion amortiguadora de cloruros pH = 1.

Se tomd medida de la absorbancia de esta mezcla a una longitud de onda de
510 nm, ajustando la dilucidn hasta obtener una absorbancia de entre 0.2 y
1.2. A partir de la dilucion seleccionada se prepararon dos mezclas, con 100

WL de dilucién y 900 L de cada solucién amortiguadora.
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Se determind la absorbancia de la dilucion preparada en ambas soluciones
amortiguadoras a dos longitudes de onda, 510 nm y 700 nm. El contenido
de antocianinas totales se estima a partir de la Ley de Lambert-Beer:

Abs = €lC

Donde Abs es la absorbancia de la muestra, € es la absortividad molar, para

la C3G en agua a pH = 1 € = (26900 L’”C‘;fl), | es la longitud de la celda

espectrofotométrica (1 cm) y C es la concentracién de la muestra en mol/L.
Sabiendo esto se estimd el contenido de antocianinas totales como

equivalentes de C3G mediante la siguiente ecuacion:

10 « 449.2 9
M

ol

Lo = Abs ® mol
antocianinas c (26900 ") (1 cm)

La absorbancia corregida se obtuvo a partir de la siguiente ecuacion:

Absc = (Abssw o Abs — Abs

700 nm)pH o, — (@bsg o 700 nm)pH =45

7.6. Determinacion de Flavonoides Totales

La determinacién de flavonoides totales se llevé a cabo mediante el método
colorimétrico con cloruro de aluminio, utilizado por Torres Alcala (2021). Se
agregé 1000 pL de una dilucion del extracto a un tubo de ensayo de 16 x
175 mm, se mezcldé con 1400 pL de agua destilada y 300 pL de una solucion
de NaNO, al 5% vy se dejé reposar durante cinco minutos. Pasado este
tiempo se le agregaron 300 pL de una solucién de AICI; al 10%, 2 mL de
hidroxido de sodio 1 M y 5 mL de agua destilada. Se evalud la absorbancia

de la mezcla obtenida a una longitud de onda de 415 nm.
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Para obtener el contenido de flavonoides totales en el extracto se
compararon los valores de absorbancia con una curva patrén de 0.05 a 0.50

mg/mL elaborada con catequina como estandar.

Flavonoides 2.35%*x + -0.0166 R2 = 0.993
1.2500
1.0000 |- -
.© 0.7500 |- -
Q
c
[19]
0
—
?
2 0.5000 - ~
<
0.2500 [ -
0.0000 ! ! 1 ! !
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Concentracion (mg/mL)

Grafica 1. Curva patrén de catequina para la determinacion de flavonoides totales.

7.7. Determinacion de Fenoles Totales

La determinacion de fenoles totales se realizd siguiendo el método de
Folin-Ciocalteu, de acuerdo con lo descrito por Fernandez Aulis (2014). Se
mezclé 100 pL de una dilucion del extracto en un tubo de ensayo de 13 x
100 con 2 mL de carbonato de sodio al 2% y se dejé reposar durante dos
minutos. Pasado este tiempo se le agregaron 100 pL de una solucién 1:1 de
reactivo de Folin-Ciocalteu en agua, se mezcld y se dejo reposar 30 minutos
en un lugar oscuro. Se evalud la absorbancia de la mezcla de reaccién a una

longitud de onda de 760 nm.
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Para obtener el contenido de fenoles totales en el extracto se comparé el
resultado con una curva patréon de 0.05 a 0.50 mg/mL de acido galico como

estandar.

@® Fenoles 3.01*x + -0.0691 R2 = 0.998
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0.0000 L L L L L
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Concentracién (mg/mL)

Griafica 2. Curva patrén de acido galico para la determinacion de fenoles totales.

7.8. Caracterizacion por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

Se siguidé una metodologia modificada a partir de la utilizada por Fernandez
Aulis (2014). Se disolvié una cantidad minima de antocianinas de olote de
maiz morado en 1.5 mL de metanol y se pasaron a través de un filtro de
membrana, las soluciones de antocianinas se inyectaron en el cromatégrafo
de liguidos, se utilizé6 un gradiente de una solucion de acetonitrilo en agua al
90% acidificado con acido férmico al 1% (solucidn A) y acetonitrilo (solucidn
B). Se utilizé un flujo de 1 mL por minuto y se aplicé el siguiente gradiente:
0 - 45 minutos, 97% Ay 3% B; 45 - 46 minutos, 45% Ay 25% B; 46 - 47
minutos, 70% Ay 30% B; 47 - 55 minutos, 97% Ay 3% B.
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7.9. Determinacion de Acidez Titulable

Se prepard una solucion 0.1 N de hidréxido de sodio y se estandarizd con
una solucién patron de acido oxalico. Se tomd una alicuota de 20 mL de
extracto, se vertidé en un vaso de precipitado de 250 mL y se le adicionaron
30 mL de agua destilada. Se realizd una titulacion potenciométrica bajo
agitacion constante, utilizando la soluciéon de hidréxido de sodio como

titulante.

7.10. Preparacion de Encapsulados de Antocianinas

Se prepararon mezclas de dextrina y harina de amaranto en proporciones
1:4, 1:1 y 4:1. Posteriormente se suspendid el agente encapsulante a
utilizar en un extracto acuoso de olote de maiz morado, en una proporcién
de 40 gramos de encapsulante por gramo de antocianinas totales. El
extracto liquido con agente encapsulante se congeld y liofilizd, obteniendo

asi un encapsulado de antocianinas en polvo.

7.11. Pruebas de Estabilidad

Se prepararon tres soluciones amortiguadoras de citratos y se ajustd el pH
de estas con un potencidmetro a un pH de 3.00 + 0.05, 4.50 + 0.05, y 6.00
+ 0.05. Se prepararon soluciones de los distintos colorantes a evaluar en
cada una de las soluciones amortiguadoras con una concentracién teérica de
antocianinas totales de 0.05 mg/mL. Se agregd 3.2 mL de solucién a un
tubo de ensayo de 13 x 100 con tapodn de rosca y se colocaron en un bafio
de agua. Se cuantificd el contenido de antocianinas totales de cada una de
las soluciones al inicio y en intervalos de 15 minutos durante 90 minutos.

Esto se realizd a tres distintas temperaturas: 40, 60 y 80 °C.
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7.12. Analisis Estadistico

Todas las cuantificaciones se realizaron por triplicado. Se realizé un analisis
de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos para encontrar diferencias
significativas en la concentracion de compuestos bioactivos entre las
distintas variedades de olote. Para determinar si las distintas variedades de
olote contaban con un contenido de compuestos bioactivos
significativamente superior al resto se aplicé una prueba de Tukey. Todas las
pruebas estadisticas se realizaron considerando un nivel de significancia de
0.05.
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8. Analisis de Resultados y Discusidn

8.1. Determinacién de Compuestos Bioactivos en Variedades de
Olote de Maiz Morado

Para poder obtener extractos de olote de maiz morado a partir de los cuales
se elaboraria un colorante, se considerd que utilizar la o las fuentes con el
mayor contenido de antocianinas totales seria lo ideal. Debido a esto la
primera etapa consistié en cuantificar el contenido de compuestos bioactivos

en distintas variedades de olotes de maiz morado.

Tabla 2. Condiciones Geograficas de las comunidades de las cuales se obtuvieron las
muestras de olote de maiz morado. (Inegi, 2021a; 2021c, 2021d, 2021e)

Precipitacion anual Tipo de suelo Temperatura
Comunidad Clima Altitud (m)
media (mm) predominante media anual (°C)
Templado
Atlacomulco ) 2573 800 - 1000 Feozem 12 - 14
Subhumedo
Templado
Ixtenco , 2499 700 - 800 Feozem 12 - 14
Subhumedo
Semifrio
Ocoyoacac . 2599 1200 - 1500 Andosol 10-12
Subhumedo
Templado
Tlalpan i 2280 1000 - 1200 Andosol 14 - 16
Subhumedo
San Gabriel Seco
, 608 400 - 500 Regosol 20 - 22
Chilac Semicalido
Semifrio
Xochimilco . 2237 700 - 800 Histosol 12 - 14
Subhumedo
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Se obtuvieron muestras de siete variedades de olote de maiz morado
provenientes de seis comunidades del centro de México: Atlacomulco, Estado
de México; Ocoyoacac, Estado de México; Tlalpan, Ciudad de México;
Xochimilco, Ciudad de México; San Gabriel Chilac, Puebla y dos variedades

de Ixtenco, Tlaxcala.

Atlacomulco

OCoyDacac =

Tlalpan

San Gahbriel
Chilac ,

Figura 33. Mapa del Centro de México, se encuentran resaltadas las comunidades de las
cuales se obtuvieron las muestras de olote de maiz morado.
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Después de evaluar el contenido de compuestos bioactivos en las distintas

variedades se obtuvo lo siguiente:

B Antocianinas Flavonoides [J] Fenoles

Atlacomulco
Ixtenco 1
Ixtenco 2

Ocoyoacac

Tlalpan

San Gabriel
Chilac

Xochimilco

0.00 25.00 50.00 75.00 100.00 125.00
mg/g

Griafica 3. Contenido de compuestos bioactivos en las variedades de olote de maiz morado

evaluadas.

Estos componentes son deseables en un alimento por su potencial
nutracéutico y por sus propiedades funcionales, ya que ambos son
antioxidantes y en el caso de los flavonoides son copigmentantes;
caracteristicas que aumentan la estabilidad del color en caso de formar parte

de un colorante a base de antocianinas.
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8.1.1. Antocianinas Totales

Después de obtener los extractos metandlicos de las distintas variedades se
evalu6 el contenido de antocianinas totales mediante el método
espectrofotométrico de pH diferencial. Debido a la coloracién rojo intenso de
los extractos fue necesario realizar diluciones 1:20 de cada uno de los

extractos para realizar la cuantificacion.

Se observé un contenido de antocianinas totales que oscila entre los 21 a los
34 mg/g de gluma de olote, la alta variabilidad entre las variedades es
consistente con lo observado por otros autores al evaluar olotes de maiz
morado de distintas regiones. Ccaycca et al. (2019) encontraron una
diferencia notable entre tres variedades peruanas de olote de maiz morado

criollo, con un contenido de antocianinas totales de 24 a 42 mg/qg.

Por otro lado, Navarro Ocafa et al. (2019) recopilaron los resultados de
diversos estudios en los que se realizaron extractos de olote de maiz morado
a los cuales se les evalud el contenido de antocianinas totales; en la
literatura se encontré que el contenido de antocianinas totales en extractos

metandlicos de olote de maiz morado va de 0.97 a 16.00 mg/g.

En general se obtuvieron valores ligeramente superiores a lo esperado
comparado con lo reportado en la literatura. Principalmente, se compard lo
obtenido con lo reportado por Fernandez Aulis (2012), quien utilizé olote de
maiz morado de Ixtenco para evaluar distintas condiciones de extraccion con

el fin de optimizar un proceso de extraccion asistido por bafo ultrasénico.
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Al preparar un extracto con una solucién de metanol al 80% vy acidificada
con acido acético al 1% y someterlo a sonicacién durante 30 minutos,
Fernandez logré obtener un extracto de 21.67 mg de antocianinas totales

por gramo de muestra.

Cabe mencionar que las cantidades de antocianinas totales en olotes de maiz
morado reportadas por diversos autores pueden diferir debido a la raza y al
método de preparacidon de la muestra. Ya que el centro de los raquis carece
de pigmentacion, no es posible comparar con certeza el rendimiento del
proceso de extraccion con lo reportado en la literatura en funcidon del olote o
elote entero. Si bien este parametro puede estar ligado a la morfologia del
maiz, se puede estimar el contenido de antocianinas totales en el olote
completo de acuerdo al rendimiento de exfoliado (21%) obtenido durante la

preparacion de las muestras.

Al aplicar el analisis estadistico, se encontraron diferencias significativas en
el contenido de antocianinas totales de las variedades evaluadas. Las
muestras provenientes de Atlacomulco, Ocoyoacac, Tlalpan y Xochimilco
mostraron un contenido de antocianinas significativamente superior al resto,
siendo la segunda la variedad con el mayor contenido de antocianinas. Por
otro lado, la variedad proveniente de San Gabriel Chilac mostré el menor
contenido de antocianinas totales. AUn asi, esta variedad mostré un
contenido de este compuesto bioactivo igual o superior que el de olotes de

maiz morado evaluados por otros autores.

La variacién en el contenido de antocianinas entre las variedades evaluadas
de olote de maiz morado pueden deberse a varias causas: diferencias
genéticas entre las variedades, diferencias en el tiempo de maduraciéon y a

las condiciones bajo las cuales se desarrolla la planta (Stanila et al., 2022).
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En este ultimo caso, se induce un aumento en la produccién de antocianinas
en respuesta a estrés inducido por factores extrinsecos como baja humedad,
alta exposicion a rayos UV, alta salinidad en el suelo y temperaturas bajas
(Salvador Reyes y Clerici, 2020).

Todas las localidades de las cuales se obtuvieron los olotes de maiz morado,
con excepcidén de San Gabriel Chilac, son localidades que se encuentran por
encima de los 2000 metros sobre el nivel del mar y son de clima templado

subhimedo o semifrio subhimedo.

La funcion principal de las antocianinas es proteger al tejido de la radiacién
UV y absorber la luz verde la cual puede inhibir la actividad fotosintética e
inclusive dafiar el tejido celular de la planta al ser expuesta en altas
cantidades (Zhao et al., 2022). A altitudes menores en general se observan
menores cantidades de radiacién UV, esto junto con la temperaturas mas
altas pudieron influir en el contenido menor de antocianinas en esta

variedad, a pesar de provenir de la localidad mas arida.

Lo observado difiere en parte con lo encontrado por Rabanal Atalaya y
Medina Hoyos (2022), quienes evaluaron el contenido de antocianinas en los
olotes de tres razas distintas de maices morados cultivadas en tres regiones
de Peru. Encontraron que para las tres razas, las variedades provenientes de
Chala, una localidad de clima semiseco con una PMA de 900 mm de lluvia;
tienen un contenido de antocianinas totales significativamente superior al de

las otras dos localidades de clima humedo.
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8.1.2. Flavonoides Totales

A diferencia de lo que se observa en otras fuentes importantes de
antocianinas (e.g. camote morado) que cuentan con altas cantidades de
flavonoles como la quercetina o flavan-3-oles como la catequina, los
flavonoides mayoritarios en los olotes de maiz morado son las propias
antocianinas. Es importante conocer el contenido de flavonoides ya que aun
si los otros subgrupos de flavonoides se encuentran en concentraciones
relativamente bajas; estos tienen un efecto copigmentante y contribuyen

indirectamente al potencial de estos extractos como colorantes.

Se observé un contenido de flavonoides totales de entre 33 a 79 mg
equivalentes de catequina (EC) por gramo de gluma de olote, lo cual es
considerablemente mas alto que lo reportado en la literatura para olotes de
maiz morado mexicano. Davila Torres (2016) encontré que en olotes de maiz
morado de Ixtenco se encuentran poco mas de 12 mg equivalentes de

catequina por gramo de gluma de olote morado.

Por otro lado, Monroy et al. (2016a) cuantificaron los flavonoides totales de
un extracto elaborado con olote de maiz morado peruano; obteniendo 18.7
mg equivalentes de catequina por gramo de olote entero molido. Tomando
en cuenta la consideracidon de que las antocianinas son el flavonoide principal
en el olote y que estas, a su vez, se encuentran solo en la gluma, se puede
inferir que la mayor parte de los flavonoides en el olotes se encuentran en la

gluma.
A partir de todo lo anterior es posible decir que lo observado en este ensayo

es consistente con lo observado por Monroy et al. (2016a), sabiendo que la

fraccién de gluma corresponde al 21% del peso total del olote.
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Ya que los flavonoides mayoritarios en los maices pigmentados son las
antocianinas, es de esperar que el contenido de flavonoides totales no sea
considerablemente superior que el de antocianinas totales. Este fendmeno se
observa tanto en este ensayo como en lo reportado en la literatura, ya que
en general se observa que el contenido de flavonoides totales es

aproximadamente 50% mayor que el de antocianinas totales.

Entre las variedades evaluadas se encontrd que la Ixtenco 1 cuenta con una
cantidad significativamente mayor de flavonoides totales que el resto.
Seguida de esta se encuentra la variedad Xochimilco la cual cuenta con mas
flavonoides que las variedades Atlacomulco, Ixtenco 2 y Ocoyoacac. Debido
al mayor contenido de flavonoides totales es posible que, aun cuando esta
variedad cuenta con una concentracién menor de antocianinas, los extractos
elaborados con esta variedad puedan mostrar un poder pigmentante y
estabilidad del color superior gracias al efecto protector de estos

componentes.

8.1.3. Fenoles Totales

Al igual que lo que ocurre con los flavonoides, ciertos compuestos fendlicos
presentes en el olote de maiz morado como el acido clorogénico, el acido
cumarico, el acido galico y el acido ferulico son copigmentantes de las
antocianinas. Ademas, estos compuestos fendlicos cuentan con un alto
potencial antioxidante, lo que resulta en una mayor estabilidad del color en
un extracto de antocianinas en el cual estos componentes se encuentren en

mayores concentraciones.

77



Se observd un contenido de fenoles totales que va de los 47 a los 109 mg
equivalentes de &acido galico (EGA) por gramo de gluma pulverizada. En
general estos valores son consistentes con lo reportado en la literatura. Diaz
Garcia et al. (2021) obtuvieron un rendimiento de extraccién de 70.33 mg
EGA por gramo de olote morado peruano. Monroy et al. (2016b) elaboraron
una serie de extractos de olote de maiz morado peruano mediante CO,
supercritico, obteniendo de 42 a 71 mg EGA por gramo de olote entero
molido. A diferencia de los otros compuestos bioactivos evaluados, los
fenoles estan presentes en todas las partes del olote, siendo la médula del

olote el tejido en el que estos se encuentran en mayores concentraciones.

Al igual que en el caso del contenido de flavonoides totales, la variedad
Ixtenco 1 mostrd un contenido de fenoles totales significativamente superior
al resto, seguida por la variedad Xochimilco mientras que las variedades San
Gabriel Chilac y Tlalpan mostraron un contenido menor de estos compuestos

bioactivos.

Entre los maices oriundos del centro de México, Davila Torres (2016)
encontré 28.84 mg EGA por gramo de olote, mientras que Fernandez Aulis
(2012) reporta 47.81 mg EGA por gramo de olote molido. En ambos casos
se evaluaron olotes de maiz morado provenientes de Ixtenco. Esta variacion
coincide con lo observado en este ensayo, ya que se encontraron diferencias
significativas en el contenido de fenoles totales entre las dos variedades
provenientes de Ixtenco. En el caso de los compuestos fendlicos, al igual que
muchos otros fitoquimicos, su produccién se ve estimulada en respuesta a

ciertos factores que inducen estrés en la planta.

78



Es posible que la variedad Ixtenco 1, a pesar de provenir de la misma
localidad haya sido sometida a condiciones de desarrollo distintas a la que se
expuso la variedad Ixtenco 2. Factores no geograficos como diferencias en la
humedad debido al riego, una alta concentracién de sales o metales pesados
en el suelo, e incluso la presencia de insectos o microorganismos que
afecten a la planta inducen un aumento en la produccién de compuestos

fendlicos (Patryusha, 2022).

Una concentracidn superior de compuestos fendlicos en el olote puede
resultar en la obtencidon de un colorante con mayor poder pigmentante y/o
de mayor estabilidad. Debido a la presencia de componentes como el acido
ferulico, valinico y cumarico, el uso de un extracto concentrado de olote de
maiz morado con fines tecnoldgicos también resultara en la elaboracidon de
un alimento funcional; gracias al potencial antioxidante, antitumoral y

antihipertensivo de estos componentes (Loarca Pina et al., 2019).

8.1.4. Seleccidén de Variedades

Considerando el contenido de antocianinas totales y dados los resultados
obtenidos, se decidié utilizar las variedades Atlacomulco, Ocoyoacac, Tlalpan

y Xochimilco indiscriminadamente para pruebas subsecuentes.

Si bien se decidi®é no usar esta variedad debido a su contenido de
antocianinas totales relativamente bajo, debido a su alto contenido de
flavonoides y fenoles totales; se recomendaria el uso de la variedad Ixtenco
1 para elaborar un extracto si el fin fuese obtener un extracto de mayor
estabilidad o bien, si se desearan aislar estos componentes ademas de las

antocianinas.
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Tabla 3. Contenido de compuestos bioactivos en olotes de maiz morado de las distintas

variedades evaluadas.

Compuesto Bioactivo

Variedad

Antocianinas Totales  Flavonoides Totales Fenoles Totales
(mg C3G/g) (mg EC/g) (mg EAG/g)

Atlacomulco 31.52 + 0.58G" 53.38 £ 3.609) 70.32 £ 1.30(D
Ixtenco 1 26.66 + 2.10(°) 78.97 £+ 3.65@ 108.88 = 3.00®™
Ixtenco 2 23.99 + 0.92( 49.42 £+ 2,80 64.32 £ 2.17®
Ocoyoacac 34.16 + 0.88@ 55.00 £ 0.22 76.19 £ 4,92(P9)
San Gabriel Chilac 21.40 £ 0.67© 33.06 + 4.21® 49.89 + 4.84(
Tlalpan 29.99 + 4.03G» 33.90 + 2.20@ 47.28 £ 3.24(
Xochimilco 30.83 = 0.55@ 67.15 + 1.72® 82.01 = 2.61™

8.2. Optimizacion de Metodologia de Extraccion Asistida por

Ultrasonido de Alta Potencia

Para determinar las condiciones optimas bajo las cuales se elaboraria un
extracto de olote de maiz morado para la elaboracion de un colorante apto
para su uso en alimentos, se evaluaron dos parametros: el tiempo de
tratamiento y el agente extractante. Si bien Fernandez Aulis (2012)
comprobd que una solucion de metanol al 80% acidificada con acido acético,
el metanol no es apto para su uso en alimentos; por lo que es necesario
evaluar el desempefio de otros solventes que permitan la elaboracidon de un

colorante apto para su uso en alimentos.
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8.2.1. Tiempo de Tratamiento

El tiempo de extraccidon es uno de los factores principales en el rendimiento
de extraccion. Un tiempo de tratamiento demasiado corto no sera capaz de
extraer los componentes del olote de manera eficiente. Por otro lado, un
tiempo de tratamiento prolongado puede inducir la degradaciéon de los
compuestos bioactivos debido al calentamiento excesivo o a la formaciéon de

radicales libres de oxigeno, ademas de implicar un mayor gasto energético.

Se evaluaron seis tiempos de tratamiento distintos: 15, 30, 60, 90, 120 y
150 segundos. Se decidié evaluar este intervalo de tiempo de tratamiento
después de realizar las pruebas iniciales con la sonda ultrasénica. Se
encontr6 que al aplicar 30 segundos de tratamiento se obtuvo un
rendimiento de extraccién ligeramente menor al observado anteriormente, al

utilizar el bano ultrasénico.

Después de realizar las extracciones y al cuantificar el contenido de
antocianinas, flavonoides y fenoles totales de los extractos obtenidos se
encontré que 30 segundos es el tiempo minimo en el cual se obtiene la
mayor cantidad de antocianinas y fenoles totales, mientras que se obtiene

un maximo de flavonoides totales tras 60 segundos de tratamiento.
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Grafica 2. Contenido de compuestos bioactivos obtenidos tras realizar extracciones asistidas
por ultrasonido de alta potencia a distintos tiempos de tratamiento.

Tras 15 segundos de tratamiento solo es posible obtener cerca del 80% de
las antocianinas extraibles. Por otro lado, al aplicar un tratamiento de 90
segundos 0 mas se observa un descenso en la concentracion de antocianinas
totales. Tras 150 segundos de tratamiento se observa una pérdida cercana al
30% comparado con el ensayo de 30 segundos. Si bien esto no se considera
una pérdida importante, es notable que este descenso se observd al aplicar

solo dos minutos de tratamiento adicional.

En el caso de que la tendencia observada se mantenga al aplicar
tratamientos mas prolongados, es posible que con tratamientos de duracion
superior a los 10 minutos se hubiese observado un comportamiento similar a
lo descrito por Mane et al. (2015); quienes observaron un descenso de cerca
del 75% en el contenido de antocianinas totales de un extracto de papa
morada obtenido tras 120 minutos de tratamiento, comparado con el tiempo

de tratamiento idoneo de 5 minutos.
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El comportamiento observado también fue descrito por Fernandez Aulis
(2012) al realizar pruebas similares para definir el tiempo de tratamiento

para optimizar un proceso de extraccion asistido por bafio ultrasoénico.

En su ensayo encontré que al realizar el proceso de extraccién en un lapso
de 20 a 60 minutos es lo ideal. Fuera de este intervalo no se completa la
extraccion o hay una pérdida en el contenido de antocianinas, debido a la

degradacién oxidativa y térmica causadas por la sonicacién prolongada.

Tabla 4. Contenido de compuestos bioactivos en olotes de maiz morado extraido mediante
extraccién asistida por ultrasonido de alta potencia.

Compuesto Bioactivo

Tiempo de
Tratamiento Antocianinas Totales  Flavonoides Totales Fenoles Totales
(mg C3G/qg) (mg EC/g) (mg EAG/g)

15 20.14 + 2.07 38.89 £1.78 44 .44 + 2.62
30 24.06 + 0.86 38.29 £ 2.91 53.19 £ 2.21
60 23.95 + 1.34 41.70 £ 1.94 51.23 + 3.18
90 21.26 £ 2.91 39.17 £ 1.87 48.26 = 2.47
120 21.11 + 1.47 37.92 £ 4.30 51.68 £ 2.16
150 17.85 + 2.95 38.07 £ 4.41 45.92 + 3.34

El tiempo de tratamiento elegido es bajo comparado con las metodologias
propuestas por otros autores para elaborar extractos mediante procesos
asistidos por ultrasonido de alta potencia. Entre los factores que podrian
provocar que el maximo de eficiencia de extraccion se presente en un
tiempo de proceso corto, se encuentran la escala a la que se realizd el

tratamiento y el tamano de particula de la muestra.
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8.2.2. Agente Extractante

Después de determinar el tiempo idoneo de tratamiento, se realizaron
pruebas con el fin de encontrar una alternativa a la soluciéon de metanol 80%
acidificada con acido acético. El metanol debido a su alta toxicidad no es
apto para su uso en la elaboracidon de productos para consumo humano, el
acido acético por otro lado es de aplicacion limitada debido a sus

propiedades sensoriales.

Considerando los hallazgos de Fernandez Aulis (2012) sobre el rendimiento
de extraccidn al utilizar distintos solventes; se decidioé evaluar el rendimiento
de extraccidon de soluciones etandlicas al 80% y 50%, acidificadas con acido
citrico al 1%. Ademas de estas también se evalud el rendimiento de
soluciones acuosas de acido citrico al 1% y acido clorhidrico al 0.2%; con el
fin de comparar su efectividad frente a sus contrapartes alcohdlicas y un
control de la solucion de metanol utilizada anteriormente. Por ultimo, se
evalué si existe un aumento en el rendimiento al calentar el agente
extractante a 70 °C previo al tratamiento ultrasénico frente a su uso a

temperatura ambiente.

El objetivo principal de estas pruebas es encontrar aquel solvente o
solventes que demuestren un desempefo igual al del metanol; o en su
defecto, aquellos agentes extractantes que se le acerquen lo mas posible.
AUn en el caso en el que el rendimiento de extraccién sea superior al utilizar
solventes organicos, es deseable conocer el rendimiento de extraccién al
usar agua como agente extractante. Si bien el etanol esta permitido en la
elaboracion de alimentos, sigue siendo un solvente organico cuyo uso

implica un mayor impacto ambiental.
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De ser posible, se preferira utilizar agentes extractantes a base de agua ya
que esta permite el uso de técnicas relativamente mas sencillas y de menor

impacto ambiental como la crioconcentracién.
B Antocianinas Flavonoides [ Fenoles

Control

Citrico 1%
Citrico 1%
70 °C

HCl 0.2%
70 °C
Etanol 50%

Etanol 50 %
70 °C

Etanol 80%

Etanol 80 %
70 °C

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00

Concentracion (mg/g)

Grafica 4. Contenido de compuestos bioactivos en olote de maiz morado extraido mediante

el uso de distintos agentes extractantes.

AUn tras la aplicacion de dos ciclos de extraccién, no fue posible lograr un
rendimiento de extraccion de antocianinas igual o superior al observado al

utilizar la solucion acidificada de metanol.

Esto es consistente con lo reportado por Fernandez Aulis (2012) quién
encontrd evidencia de que este solvente es mas eficaz para extraer
antocianinas que agentes extractantes de etanol, acetona o agua. Yang et al.
(2007), por otro lado, describen que no hay una diferencia notable entre el

uso del etanol y el metanol al elaborar extractos de antocianinas.
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En general se observd un aumento ligero en el rendimiento de extraccion de

antocianinas después de calentar el agente extractante. El efecto del

calentamiento es menor a lo reportado por otros autores, por ejemplo Gorriti

et al. (2009) lograron un aumento en el rendimiento de 18 a 27 mg de

antocianinas totales en extractos acuosos elaborados mediante maceracion a

temperatura ambiente y a 75 °C, respectivamente. Por otro lado, Barba et

al. (2022) afirman que la temperatura de proceso es uno de los factores que

influyen en mayor medida sobre la eficiencia de procesos de extraccidon

asistidos por radiacion infrarroja.

Tabla 5. Contenido de compuestos bioactivos en olotes de maiz morado extraido mediante

el uso de distintos agentes extractantes.

Agente Extractante

Compuesto Bioactivo

Antocianinas Totales

Flavonoides Totales

Fenoles Totales

(mg C3G/g) (mg EC/g) (mg EAG/g)
Metanol 80%
, . + 1. . + 2. . + 1.
Acido Aektion 19 21.60  1.70 46.01 + 2.52 53.10 + 1.81
Acido Citrico 1% 9.86 + 0.60 22.72 + 0.89 27.31 + 0.85
Acido Citrico 1%
11.19 + 0. 27.47 + 0.87 36 + 0.97
70 90) 9+ 0.89 0.8 30.36 £ 0.9
r - r - o
Acido Clorhidrico 0.2% 12.38 + 0.87 23.26 + 0.66 37.42 + 2.82
(70 °C)
Etanol 50% 17.06 + 1.44 30.98 + 1.00 47.80 + 1.40
Etanol 50%
16.42 + 1.31 41.94 + 3.34 48.66 + 3.34
(70 °C) 8
Etanol 80% 16.63 + 1.51 39.20 + 1.57 46.77 + 2.71
0,
Etanol 80% 20.23 £ 1.22 52.02 + 2.18 58.40 + 1.58

(70°C)
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El mejor rendimiento obtenido entre los solventes alternativos fue el del
etanol al 80% a 70 °C. Se obtuvieron 20.23 mg de antocianinas totales por
gramo de olote pulverizado, comparado con los 21.60 mg/g obtenidos en la
prueba con el solvente control, el cual representa un rendimiento relativo

superior al 90%.

Lo observado difiere con lo reportado en la literatura, Liao et al. (2022)
buscaron optimizar la metodologia de extraccién de antocianinas de cascara
de berenjena y descubrieron que al utilizar etanol al 50% se obtiene la
mayor cantidad de antocianinas totales, sobre el uso de soluciones a distinta

concentracion.

Por otro lado, Lao y Giusti (2018) encontraron diferencias significativas en el
contenido de antocianinas totales de olote de maiz morado de extractos
elaborados con soluciones de etanol al 50% y 80%, siendo el primero el

agente extractante mas eficaz.

En cuanto al rendimiento de los extractos acuosos, se observdé que el
extracto elaborado con HCI al 0.2% logrd un rendimiento de 12.38 mg/g de
antocianinas totales; las cuales representan un rendimiento relativo cercano
al 60%. Los resultados obtenidos son similares a lo reportado por Barba et
al. (2022) quienes obtuvieron 11.5 mg de antocianinas totales por gramo de
olote de maiz morado al optimizar un proceso de extraccion asistido por

infrarrojo.

Si bien hay una diferencia notable entre el rendimiento de extraccidon entre
los extractos etandlicos y los acuosos, se considera que el rendimiento
menor no es contrapeso suficiente frente a las ventajas de usar un agente

extractante libre de solventes organicos.
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Principalmente, se consideré la posibilidad de wusar la técnica de
crioconcentracién para obtener concentrados liquidos ricos en antocianinas
sin la necesidad de aplicar calentamiento para remover los solventes
organicos. La solucion de HCI al 0.2% demostré ser ligeramente mas
eficiente que la solucion de acido citrico al 1%; sin embargo existen ciertas

ventajas asociadas con el uso de acido citrico.

Las antocianinas se pueden hidrolizar en condiciones fuertemente acidas, si
bien el acido clorhidrico se encuentra en una concentracién mucho menor
que el acido citrico y el pH de estas soluciones es similar, es posible que el
acido fuerte sea capaz de degradar las antocianinas de un extracto durante
un tiempo prolongado. Por otro lado, el acido citrico cuenta con propiedades
sensoriales que podrian no ser deseables en ciertos alimentos y, debido a las

concentraciones usadas, forma la mayor parte del peso seco de un extracto.

Considerando esto, se decidid utilizar ambas soluciones para la elaboracion
de extractos para su uso como colorantes. Especificamente se decidio utilizar
soluciones de acido citrico al 1% para la elaboracidon de colorantes en
solucién mientras que se utilizaron soluciones de HCl al 0.2% para la

elaboracion de encapsulados de antocianinas.

8.3. Elaboracién de Concentrados y Aislados de Antocianinas de
Olote de Maiz Morado

Se elaboraron una serie de concentrados acuosos de olote de maiz morado
con el fin de utilizarlos como colorantes en alimentos, se prepararon una
serie de aislados de antocianinas de olote de maiz morado de algunas de las

variedades seleccionadas, para realizar su caracterizacion mediante HPLC.
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8.3.1. Caracterizacion de Aislados de Antocianinas Mediante

Cromatografia Liquida de Alta Eficacia

La estabilidad de las antocianinas esta fuertemente relacionada con el grado
de acilacidn y glicosilacidn, en general aquellas antocianinas que cuenten con

mayor grado de sustitucién seran mas estables.

Debido a esto, es importante evaluar el perfil de antocianinas de las
muestras de olote de maiz morado seleccionadas, ya que de encontrarse
diferencias notables en el perfil de antocianinas, se preferiria aquella o
aquellas que presenten un mayor contenido de antocianinas altamente

aciladas.

La pureza de los aislados obtenidos oscila entre el 20 y 40%, la pureza
relativamente baja de los aislados se puede deber a la presencia de otros
componentes debido a la falta de selectividad de la resina, la cual se
solucionaria al realizar un proceso adicional de purificacidon como puede ser

la separacion en columna o mediante HPLC preparativo.

Por otro lado, las antocianinas en su forma pura son altamente higroscépicas
y tienden a formar complejos, es probable que el principal contribuyente a la

baja pureza de los aislados obtenidos corresponda a agua estructural.
Se obtuvieron aislados de cuatro variedades distintas: Atlacomulco, Ixtenco

2, Ocoyoacac y Tlalpan y se obtuvieron los cromatogramas que se presentan

a continuacion.
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Figura 34. Cromatograma obtenido mediante HPLC de aislado de antocianina de olote de maiz morado variedad Atlacomulco.
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Figura 35. Cromatograma obtenido mediante HPLC de aislado de antocianina de olote de maiz morado variedad Ixtenco 2.

91



0.040+

0.035+

0.030

00234

3 0.0204

00134

0010+

0.005+

0.000—

—— L B e e e L B e e e e e L B e s e e e e e S I e S s p e e S S S S e S N B R S m p R
000 5.00 10,00 15.00 20.00 2500 30,00 3500 40,00 43.00 20,00 55.00
Minutes

Figura 36. Cromatograma obtenido mediante HPLC de aislado de antocianina de olote de maiz morado variedad Ocoyoacac.
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Figura 37. Cromatograma obtenido mediante HPLC de aislado de antocianina de olote de maiz morado variedad Tlalpan.
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Tabla 6. Componentes mayoritarios en aislados de antocianinas de olote de maiz morado
(Aguilar Hernandez et al, 2020; Davila Pérez, 2016; de Pascual Teresa et al., 2002).

Pico Tiempo de Retencién (min) Componente
1 3.5 Cianidina-3-glucdsido
2 4.0 Pelargonidina-3-glucosido
3 4.5 Peonidina-3-glucosido
4 6.0 Cianidina-3(6"-malonil)glucdsido
5 7.0 Peonidina-3(6"-malonil)glucdsido
6 8.0 Cianidina-3(3",6"-dimalonil)glucésido
7 12.0 Cianidina-3-succinil-glucésido

El perfil de antocianinas de las cuatro variedades evaluadas es muy similar
entre si, para todas las variedades se encontrd que la cianidina-3-glucdsido y
la cianidina-3(6"-malonil)glucésido son las antocianinas que se encuentran
en mayor proporcion. Existen pequefias diferencias entre la intensidad de la
sefal asociada a ciertas antocianinas entre las distintas variedades. Por
ejemplo el pico asociado a la cianidina-3(3”,6"-dimalonil)glucésido es mas
intenso en la variedad Tlalpan, y se acerca a la sefal asociada a la
cianidina-3(6"-malonil)glucdsido. Mientras, la variedad Ocoyoacac mostrd un
mayor contenido de peonidina-3-glucésido, siendo la Unica variedad en la
que la sefial asociada con esta antocianina fue mas intensa que la producida

por su contraparte 6”-malonil.

Al no ser posible comparar los resultados obtenidos frente a estandares
purificados de antocianinas con los cuales se podria haber realizado una
curva patron, no fue posible cuantificar las distintas antocianinas en cada

una de las variedades.
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Si bien la absortividad de las distintas antocianinas difiere y por ende,
comparar las absorbancias registradas entre si no permite hacer
afirmaciones precisas; al evaluar los cromatogramas se puede afirmar con
cierta seguridad que con excepcion de la variedad Tlalpan, la
cianidina-3-glucésido conforma la mayor parte de las antocianinas totales

detectadas.

Esto difiere con lo reportado por autores quienes evaluaron olotes de maiz
morado provenientes del centro de México, Davila Torres (2016) menciona
que la cianidina-3-(6"-malonil)-glucdsido es la antocianina mayoritaria en
extractos metandlicos de olote de maiz morado de Ixtenco mientras que
Fernandez Aulis et al. (2017) afirman lo mismo para olotes pigmentados de
maiz cacahuacintle de esta misma localidad. Por otro lado, tanto Yang y Zhai
(2010) como de Pascual Teresa et al. (2002) encontraron que la
cianidina-3-glucdsido es la antocianina mayoritaria en olotes de maiz morado

provenientes de China y Peru respectivamente.

Para fines de aplicacién, se prefiere el uso de antocianinas aciladas, ya que
éstas resultan en una mayor estabilidad del color. Una mayor proporcion de
antocianinas aciladas en un extracto de antocianinas resulta en un colorante

de mayor estabilidad (de Pascual Teresa et al., 2002).

Sin embargo, ya que no fue posible determinar con certeza las proporciones
de las distintas antocianinas en cada una de las variedades; no es posible
afirmar con seguridad que el uso de la variedad Tlalpan resultaria en un
colorante mas estable, asumiendo que la variedad Tlalpan sea aquella con

una mayor proporcidon de antocianinas aciladas.
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8.3.2. Crioconcentracion

Se realizd la crioconcentracion de los extractos acuosos con el fin de obtener
soluciones con una concentracién de antocianinas totales similar a aquellas

obtenidas al utilizar una soluciéon metandlica acidificada.

Se considerd una concentracion de antocianinas totales igual o superior a los
0.50 mg por mL de licor como un grado de concentracién aceptable, ya que
una solucién acuosa acidificada muestra una coloracion rojiza de intensidad

media a concentraciones superiores a los 0.04 mg por mL.

En cuanto a los concentrados obtenidos a partir de extractos acuosos,
primero se realizé la crioconcentracion de un extracto de olote Tlalpan. Para
el primer proceso de crioconcentracién se evalué el contenido de compuestos
bioactivos en cada una de las fracciones obtenidas, con el fin de obtener el

rendimiento del proceso y el radio de crioconcentracion.

La eficiencia del proceso de crioconcentrado fue de 43.9%, obteniendo 50
mL de concentrado con un contenido neto de 36.1 mg de antocianinas
totales a partir de 500 mL de extracto con un contenido neto de antocianinas
de 82.2 mg. Obteniendo asi un extracto concentrado de antocianinas con un
rendimiento total de proceso de 4.16 mg de antocianinas por gramo de

gluma de olote.
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Masa Inicial: 8.68 g
300 mL i 200 ml

Contenido Neto: 82.2 mg
Rendimiento: 9.47 mag/g

C1

D1

Contenido Neto: 26.7 mg
Rendimiento: 3.07 mg/g

50 mL - 50 mL
D2 c2

Contenido Neto: 11.1 myg Contenido Neto: 43.2 mg
Rendimiento: 1.28 myg/g Rendimiento: 4.98 mg/g

} D32 c3

Contenide Neto: 5.9 mg Contenido Meto: 36.1 mg
Rendimiento: 0.68 ma/g Rendimiento: 4.16 mg/g

Contenido Neto: 55.8 mg
Rendimiento: 6.43 mg/g

Figura 38. Esquema del proceso de crioconcentrado del extracto acuoso de antocianinas de
olote de maiz morado variedad Tlalpan.

La mayoria de las antocianinas presentes en el extracto inicial se encuentran
en las fracciones de hielo. Si bien se recuperaron las antocianinas de cada
una de las fracciones de hielo, para fines de este ensayo se utilizd
Unicamente la fraccidn de concentrado obtenida tras los tres ciclos de

crioconcentrado.
Tras tres ciclos de crioconcentracion se observd un aumento en la

concentracion de antocianinas totales de un 339%, obteniendo asi un radio

de crioconcentracion de 4.39.
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Grafica 5. Contenido de compuestos bioactivos en las distintas fracciones de
crioconcentrado. Las fracciones corresponden a la fraccion concentrada o licor, o al diluido o

hielo; asi como del ciclo a partir del cual se obtuvieron.

El radio de crioconcentracion es menor que lo reportado en la literatura en
procesos de crioconcentracidon con extractos elaborados con otras fuentes de
antocianinas. Por ejemplo, Vidal San Martin et al. (2021), quienes elaboraron
un concentrado de maqui (Aristotella chilensis) mediante la técnica de
crioconcentracién asistida por centrifugado; reportaron un radio de

crioconcentracion de 4.8.

Al comparar frente a otros procesos de crioconcentracidon pasiva, Orellana
Palma et al. (2017) lograron un aumento en la concentracién de
antocianinas de un jugo de mora azul de un 370%; mientras que Arbigaus
Brenus et al. (2023) observaron un aumento de concentraciéon de

antocianinas en un extracto de bagazo de uva de un 400%.

98



La EPC de antocianinas en cada uno de los ciclos fue de 67.9%, 77.4% vy
83.6%; es decir la fraccidn concentrada contenia este porcentaje de
antocianinas totales del liquido inicial. Lo observado difiere con respecto a lo
observado por Arbigaus Brenus et al. (2023), quienes reportan un descenso

en la EPC de 88.4% a 73.9% al realizar un tercer ciclo de crioconcentracion.

La EPC se ve influenciada principalmente por el contenido de sélidos totales
en el extracto los cuales tienden a aumentar al realizar multiples ciclos de

crioconcentracion, lo que a su vez causa un descenso en la EPC.

Es posible que la presencia de impurezas en el extracto debido a un proceso
de filtrado deficiente resulte en un descenso en el rendimiento del primer
proceso de crioconcentracion; impurezas que permanecen en la fraccion de
hielo, ocasionando que el proceso fuera cada vez mas eficiente al aplicar los

ciclos de crioconcentracion subsecuentes.

Considerando el aumento en la EPC se decidié realizar tres ciclos de
crioconcentracion en los procesos subsecuentes; para elaborar concentrados

acuosos de antocianinas de olote de maiz morado.

8.4. Elaboracion de Colorante para Alimentos de Antocianinas de

Olote de Maiz Morado

Se decidio determinar la acidez titulable de los concentrados elaborados con
acido citrico ya que el proceso de crioconcentrado podria resultar en un
colorante liquido altamente &cido el cual tendria una menor estabilidad vy
propiedades sensoriales no deseables. Se encontré que después de tres
ciclos de extraccién los concentrados contaban con 1.5% de acidez titulable
y un pH de 2.58.
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El concentrado cuenta con una acidez relativamente baja, ademas la
concentracion de antocianinas no es lo suficientemente alta como para ser

utilizado en pequefas concentraciones.

Al realizar diluciones del concentrado se encontré que agregar 0.05 a 0.10
mg de antocianinas por mL resulta en una solucidon de color rojizo o rosado
de una intensidad moderada. Se consider6 que para obtener una
pigmentacion intensa seria necesario elaborar un alimento compuesto de 6 a
14% de concentrado de olote de maiz morado, por lo que su uso como
aditivo alimentario con este fin no es viable. Por otro lado, se podria usar
este concentrado para elaborar ciertos productos nutracéuticos ricos en

compuestos bioactivos.

Se utilizaron concentrados de antocianinas de olote de maiz morado para
elaborar una serie de encapsulados con el fin de usarlos como colorantes en
una potencial aplicaciéon en alimentos. Se usaron mezclas de dextrina y
harina integral de amaranto como agentes encapsulantes. La dextrina se
utilizé como agente encapsulante con base en lo reportado en diversos
estudios incluyendo a Deng et al. (2023) en los cuales mencionan que el uso

de dextrinas y/o maltodextrinas resulta en encapsulados estables.

La harina de amaranto se utilizd como alternativa a agentes encapsulantes
convencionales con el fin de elaborar un colorante en polvo de alto potencial
nutracéutico. Se elaboraron encapsulados a partir de mezclas 4:1, 1:1y 1:4
de dextrina:harina de amaranto, ademas de un encapsulado de harina de

amaranto.
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Figura 39. Encapsulados de antocianinas de olote de maiz morado elaborados con distintos

agentes encapsulantes. Cada encapsulado se elabord con cierta cantidad de harina de
amaranto, de izquierda a derecha: 100%, 80%, 50% y 20%.

Todos los encapsulados obtenidos mostraron un color intenso y no mostraron
ser particularmente higroscépicos, la diferencia principal que se encontré al
aumentar la proporcion de harina de amaranto en el encapsulado fue una

menor dispersabilidad.

La harina de amaranto cuenta con altas cantidades de almiddn, pectinas vy
xiloglucanos; polisacaridos solubles en agua con potencial como agentes
encapsulantes. Por otro lado también contiene galactanos los cuales son
insolubles en agua (Zhu, 2020).

Si bien se podrian haber analizado distintas propiedades de los encapsulados
elaborados como la eficiencia de encapsulamiento o su arreglo estructural
mediante microscopia electrénica; los encapsulados se elaboraron con el fin
de demostrar una posible aplicacidon de los extractos de gluma de olote de

maiz morado como colorante en alimentos.
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Debido a esto, para los fines de este estudio la Unica propiedad evaluada fue
el efecto del agente encapsulante sobre la estabilidad de las antocianinas en

solucion.

8.4.1. Estabilidad de Encapsulados de Antocianinas

Se evalud la estabilidad de los encapsulados elaborados con 20% y 100% de
harina de amaranto, al igual que del concentrado liquido. Se prepararon
diluciones con un contenido tedrico de 0.050 mg de antocianinas totales por
mL. Las condiciones de temperatura y tiempo se seleccionaron con el fin de
simular distintos procesos térmicos bajo los cuales se podria someter un
alimento durante su elaboracién. Se decidié evaluar condiciones de pH de
3.0, 4.5 y 6.0; las cuales corresponden a un alimento de alta, mediana y

baja acidez, respectivamente.

Se observd que ambos encapsulados, al igual que el concentrado liquido,
mantuvieron el contenido de antocianinas totales practicamente constante;
con excepcion del tratamiento a 80 °C bajo pH de 6.0. Bajo estas
condiciones se observd un descenso gradual en la concentracién de
antocianinas totales, terminando en una degradacion del 40% tras 90

minutos de tratamiento en los tres casos.

Esto sugiere que tanto los encapsulados como el concentrado liquido pueden
formar parte de alimentos con cierto grado de acidez cuya elaboracién
requiere de un tratamiento térmico prolongado, por ejemplo productos
horneados. Estos alimentos mantendran su potencial nutracéutico aun en el
caso en el que el proceso de elaboracion requiere que el colorante sea

afadido previo al proceso térmico.

102



Tabla 7. Estabilidad térmica en encapsulados de antocianinas de olote de maiz morado.

pH
Encapsulado Temperatura (°C)
3.0 4.5 6.0
40 99% 100% 99%
Dextrina:harina de 60
amaranto 1:4 94% 100% 96%
80 96% 96% 64%
40 94% 100% 100%
Harina de amaranto 60 100% 98% 97%
80 98% 100% 60%
40 99% 100% 100%
Concentrado Liguido 60 100% 100% 100%
80 99% 95% 60%

La estabilidad de las antocianinas observada fue superior a lo reportado en
la literatura para encapsulados de antocianinas. Por ejemplo, Loypimai et al.
(2016) evaluaron la estabilidad térmica de las antocianinas obtenidas a
partir de extractos de arroz negro, en los cuales observaron una vida media
de 80 minutos a 80 °C y un pH de 5.

La estabilidad del pigmento no se vié afectada de una manera apreciable
después del encapsulamiento; lo cual difiere con lo reportado en la
literatura. Por lo general al encapsular un compuesto bioactivo suele
aumentar significativamente su estabilidad y su vida de anaquel. Gomes et
al. (2021) elaboraron encapsulados de antocianinas de fresa, los cuales
mostraron una estabilidad del color y una estabilidad térmica superior a las

del extracto acuoso.
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Ademas, el amaranto es rico en compuestos fendlicos y flavonoides con
capacidad para aumentar la estabilidad de color de las antocianinas, como lo
son la rutina, el acido vanilico, el acido caféico, entre otros (Popoola, 2022);
sin embargo es probable que estos componentes no estén presentes en
concentraciones suficientemente altas como para que el uso de amaranto
como agente encapsulante aumente la estabilidad del colorante una vez que

este se encuentre en solucion.

Se considera que la elaboracién de encapsulados de antocianinas de olote de
maiz morado es de interés si se desea producir colorantes en polvo, mas no
con el fin de aumentar la estabilidad del pigmento. Se prefiere el uso de
encapsulados para la elaboracién de alimentos en los cuales el uso de

colorantes liquidos no sea una alternativa viable (e.g. frituras).

8.4.2. Aplicacion del Colorante en un Producto Alimenticio

Se aplicé el colorante en la jalea de guayaba que formd parte de un postre.
Debido a la acidez relativamente alta de este fruto, se esperé observar una
coloracion intensa al utilizar cantidades relativamente bajas de colorante. Se
utilizaron aproximadamente 0.7 g de colorante para elaborar 180 g de jalea
de guayaba. La guayaba utilizada fue guayaba blanca, existen variedades de
guayaba de color rosa o anaranjado el cual se debe a la presencia de

licopeno en la pulpa, un carotenoide de color rojizo.
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Figura 40. Postre de guayaba pigmentado con colorante de antocianinas de maiz morado.

Al utilizar este colorante a esta concentracién se obtuvo un color
rosa-anaranjado similar al que se observa en productos elaborados a partir
de las variedades pigmentadas de guayaba. La jalea elaborada contdé con un

contenido de antocianinas totales tedrico de 0.10 mg por gramo.

El contenido de antocianinas es extremadamente bajo comparado con
alimentos que contienen el pigmento naturalmente; debido al bajo contenido
de compuestos bioactivos no es viable denominar a este producto como un
alimento funcional. Sin embargo se podria utilizar el colorante en mayores
cantidades o bien, elaborar un encapsulado con una mayor concentracion de

antocianinas si elaborar un producto nutracéutico fuese el objetivo.
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9. Conclusiones

Después de evaluar el contenido de compuestos bioactivos en variedades de
olotes de maiz morado provenientes del centro de México; se encontrd que
las variedades Atlacomulco, Ocoyoacac, Tlalpan y Xochimilco son aquellas

con un contenido de antocianinas superior.

Se disend una metodologia de extraccion asistida por ultrasonido de alta
potencia con la cual se elaboraron una serie de extractos acuosos de una
manera eficiente. Se evalud el perfil de antocianinas de cuatro variedades
distintas, identificando a la cianidina-3-glucésido y a la
cianidina-3(6"-malonil)glucésido como los componentes mayoritarios en
todas las variedades, asi como otras antocianinas como la
peonidina-3-glucdsido, la pelargonidina-3-glucésido y la

cianidina-3(3",6"-dimalonil)glucésido en menores proporciones.

A partir de los extractos elaborados se prepararon una serie de concentrados
de antocianinas de olote de maiz morado y a su vez, un colorante de
antocianinas de olote de maiz morado en polvo. El colorante en polvo
elaborado mostré una estabilidad térmica aceptable, al demostrar una
resistencia completa a la degradacion después de aplicar tratamientos
térmicos moderados. El colorante se aplicoé en la formulacidn de un alimento.
obteniendo una pigmentacidon adecuada al usarse en una proporcion de 3.88

g de colorante por kg de producto.

De esta manera, se aplicé la tecnologia de extraccion asistida por ultrasonido
para obtener un extracto de antocianinas de olote de maiz morado
proveniente del centro de México y se presentd una aplicacion del extracto

obtenido como colorante en un producto alimenticio.
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