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NTRODUCCION

El maiz es una especie nativa de México, pertenece a la familia Poacea, la que
incluye a otros importantes cereales como el trigo, la cebada, la avena, el
centeno y el arroz. El maiz pertenece al género Zea, el cual comprende cinco
especies que se sabe son originarias de México y Centroamérica: entre ellas es

Zea mays L.

El maiz con las caracteristicas que se conocen ahora es un producto de la
evolucion de la especie silvestre llamada teocintle, éste como otros cereales en
el mundo, tenia caracteristicas que la hacian atractiva para los grupos de
cazodores-recolectores; por lo que surgid la domesticacion y las modificaciones
de la planta hasta lo que es hoy en dia. En México y Centro América se
consume principalmente en forma de productos como tortillas, tamales, y

totopos.

Los maices pigmentados contienen compuestos fendlicos, los cuales han
despertado interés por sus propiedades antioxidantes y bioactivas, como acido
ferulico, cumarico y sus derivados. También se ha encontrado que los extractos
etandlicos de maiz morado y azul poseen actividades antimutagénicas,
anticarcinogénicas y actividades contra los radicales libres; estas actividades
fueron asociadas con las antocianinas localizadas tanto en el pericarpio, como

en la capa de aleurona del maiz.

Las antocianinas son colorantes responsables por el color rojo, azul y morado
de las flores, frutas o cereales que las contienen, el cual dependera del nimero

y orientacion de los grupos hidroxilo y metoxilo de la molécula.

Se han realizado trabajos previos en el cual se busca su extraccion,
purificacion y uso como colorantes naturales para su aplicaciéon en alimentos.
Sin embargo, estas moléculas se caracterizan por ser inestables a la luz,

temperatura, oxidacion, pH, copigmentacion entre otros factores ambientales.



1. MARCO TEORICO
1.1El Maiz

1.1.1 La planta del maiz

Maiz es una palabra de origen caribefio que fue traida a México por los
espafioles. En nahuatl se le conocia como tlaolli, palabra con la que también se
designaba a los granos. Cuando la mazorca se encontraba muy tierna se le
decia xilotl, cuando los granos ya se habian formado se le conocia como élotl y
cuando ya estaba seca se le decia centli. Se trata de una planta anual, cuyo
tallo puede alcanzar gran altura. Las partes que la conforman , (Figura 1)
raices primarias son robustas y cuenta con raices adventicias que mantienen a
la planta erecta. Tiene flores masculinas (espiga) y femeninas (mazorcas). En
la mazorca se forman granos en hileras cuyo niamero depende de la raza y esta

encerrada en varias bracteas o vainas de las hojas (totomoxtle)

Inflorescencia
masculina

Haoja

Inflorescencia’
femenina
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Figura 1. Planta del maiz. (Vela, 2011)

El maiz es una planta humana, cultural en el sentido profundo del término,
porque no existe sin la intervencion inteligente y oportuna de la mano; no es
capaz de reproducirse por si misma. Mas que domesticada, la planta del maiz

fue creada por el trabajo humano. (Vela, 2011)



Pertenece a la familia Poaceae, la que incluye otros importantes cereales como
el trigo, la cebada, la avena, el centeno y el arroz. El maiz pertenece al género
Zea, el cual comprende cinco especies que se sabe son originarias de México y
Centroamérica: entre ellas el Zea mays L., que a su vez contiene cuatro
subespecies: 1) Zea mays L. ssp. Huehuetenangensis, distribuida en los altos
de Guatemala; 2) Zea mays L. ssp. Mexicana; 3) Zea mays L. ssp. Parviglumin,
el teocintle y 4) Zea mays L. ssp. Mays a la que pertenece el maiz que se

cultiva en México. (Vela, 2011)

El desarrollo de la planta se puede dividir en dos fases fisiolégicas. En la
primera, o fase vegetativa, se desarrollan y diferencian distintos tejidos hasta
que aparecen las estructuras florales. La fase vegetativa consta de dos ciclos.
En el primero se forman las primeras hojas y el desarrollo es ascendente; en
este ciclo, la produccién de materia seca es lenta y finaliza con la diferenciacion
tisular de los 6rganos de reproducciéon. En el segundo ciclo se desarrollan las
hojas y los 6rganos de reproduccion; este ciclo acaba con la emision de los

estigmas.

La segunda fase, también llamada fase de reproduccion, se inicia con la
fertilizacion de las estructuras femeninas que se diferenciaran en espigas y
granos. La etapa inicial de esta fase se caracteriza por el incremento de peso
de las hojas y otras partes de la flor; durante la segunda etapa, el peso de los
granos aumenta con rapidez (Tanaka y Yamaguchi, 1972).

La planta desarrolla caracteristicas y diferencias morfolégicas en las fases
vegetativa y de reproduccidon como consecuencia, en el terreno de la evolucion,
de la seleccion natural y de la domesticacion. Algunos genotipos se han
adaptado a zonas ecolégicas concretas, desarrollando caracteristicas
particulares, como por ejemplo la sensibilidad con respecto a la duracion del
dia y a la temperatura, que limitan su adaptabilidad a zonas con diferente
latitud y altitud.

La morfologia o arquitectura de la planta también ha sido objeto de presiones
de evolucién que han dado lugar a una gran variabilidad del nimero, la longitud

y la anchura de las hojas, asi como de la altura de las plantas, los lugares en



que aparecen las mazorcas, el nUmero de éstas por planta, los ciclos de
maduracioén, los tipos de granos y el numero de hileras de granos, entre otras
muchas caracteristicas. (Barber, 1979).

1.1.2 Origen del Maiz

El cultivo del maiz tuvo su origen, en América Central, especialmente en
México, de donde se difundié hacia el norte, en Canada y hacia el sur hasta
Argentina. La evidencia méas antigua de la existencia del maiz es de unos 7 000
afios de antigiedad, ha sido encontrada por arquedlogos en el valle de
Tehuacan (México) pero es posible que hubiese otros centros secundarios de
origen en América. (FAO, 1993)

Al cultivar el maiz, el hombre también se cultivd. Las grandes civilizaciones del
pasado y la vida misma de millones de mexicanos de hoy, tiene como raiz y
fundamento al generoso maiz. Ha sido un eje fundamental para creatividad
cultural de cientos de generaciones; exigio el desarrollo y el perfeccionamiento
continuo de técnicas para cultivarlo, condujo al surgimiento de una cosmogonia
y de creencias y practicas religiosas que hacen del maiz una planta sagrada;
permitié la elaboracién de un arte culinario de sorprendente riqueza; marco el
sentido del tiempo y ordend el espacio en funcidon de sus propios ritmos y
requerimientos; dio motivo para las mas variadas formas de expresion estética;
y se convirtié en la referencia necesaria para entender formas de organizaciéon
social, maneras de pensamiento y conocimiento y estilos de vida de las mas
amplias capas populares de Meéxico. Por eso, es verdad, el maiz es el

fundamento de la cultura popular mexicana. (Bonfil, 2007)

Aun con los profundos cambios que trajo consigo la conquista espafiola, el
maiz permanecio siendo la planta preferida de los mexicanos, se adoptaron los
ingredientes de otras tierras y se asimilaron a la tradicion culinaria que hundia
sus raices en la época prehispanica. Se paso de tamales rellenos de frijoles,
pepitas, o carne de ave envueltos en el totomoxtle, a los que encierran guisos
con carne de puerco envueltos en hoja de platano. La tortilla es una maravilla
de ingenieria culinaria, ahora recibe no sélo nopales, quelites, frijoles o salsa,

sino también toda la variedad de guisos.



Sin embargo el maiz enfrenta riesgos cada vez mas graves. Su creciente uso
para fines distintos a la alimentacion, por ejemplo la produccion de etanol y una
tendencia al uso preferente de ciertas variedades (principalmente blanco y
amarillo) pone en riesgo la sobrevivencia de la amplia variedad de las razas
presentes en las distintas regiones de la Republica, a los que no se les toma en

cuenta por su tamafio, caracteristicas del grano y por su color.

El teocintle es la especie silvestre mas cercana biolégicamente al maiz, y por
ello ha sido considerado como el ancestro a partir del cual se dio el proceso
que condujo a la domesticaciéon de esa planta. Se encuentra no so6lo su
estructura genética, sino ciertos rasgos que permiten suponer que atrajo la
atencion de los grupos que tenian la recoleccién como una de sus principales
actividades de subsistencia. Es una planta que se da con cierta abundancia y
semillas de buen tamafo. Si se compara con el maiz se encuentra que es
bastante menos productivo y su recoleccion mas complicada, no hay que
olvidar que las ventajas de aquél, son producto de la manipulacién selectiva a
lo largo de miles de afios. En su momento el teocintle debié ofrecer suficientes
ventajas a los grupos humanos como para que reiteradamente lo buscaran

para obtener alimento. (Vela, 2011)
1.1.3 Produccion y consumo Mundial y Nacional

El Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) estima que la
produccion mundial de maiz 2011/12 sera de 868,06 millones de toneladas,
cerca de 500.000 toneladas superior a lo estimado el mes pasado y continla
siendo mas de 40 millones de toneladas superior a lo cosechado en la
campafa 2010/11.



Tabla 1. Principales paises productores mundiales del maiz

Pais Millones de toneladas ‘ Pais Millones de toneladas

Estados Unidos 313,91 Canada 10,7

China 191,75 Nigeria 8,7

Union Europea 64,31 Indonesia 8,1

Brasil 61,0 Filipinas 7,0
Argentina 26,0 Rusia 6,68
Ucrania 22,5 Serbia 6,26

India 21,0 Vietnam 54

México 20,5 Otros paises 81,73
Sudafrica 12,5

(Agropanorama, 2012)

En México se destina al maiz la mitad de la superficie cultivada (7.4 millones de
hectareas); casi tres millones de personas trabajan en su cultivo (8% de la
fuerza laboral) y se produce anualmente cerca de 18 millones de toneladas,
desafortunadamente insuficientes para cubrir nuestras necesidades, por lo que

México, cuna de la plana se ve obligado a importar el grano. (Vela, 2011)

De acuerdo a la informacion Agroalimentaria indican que el 67% de la
produccion de maiz de todo el ciclo agricola de 2010 se concentré en 7
estados de la Republica, donde destaca el estado de Sinaloa, que produjo el
28.33 por ciento del total nacional, seguido por Jalisco con el 11.5, México 5.8,
Michoacan 5.4, Chihuahua 5.4, Guanajuato 5.3 y Guerrero con el 5.2 por
ciento. (CEFP, 2011)

1.1.4 Variedades de maiz

El cultivo de maiz en México se caracteriza por la produccion de una amplia
gama de variedades, por lo que es posible generar una gran cantidad de
productos finales: tortillas, forraje para animales, almidones, glucosa, fructosa,
aceites, botanas, etanol para bebidas o como insumo en la produccion de
biocombustibles, etc. En la tabla 2 se muestran las diferentes variedades de

maiz en México.



Tabla 2. Variedades de maiz en México y sus principales usos

Variedad Uso
Maiz cerero o ceroso | Se utiliza en la elaboracion de adhesivos y gomas
Maiz cristalino Como alimento
Maiz dulce Como alimento para enlatados
Maiz dentado Como alimento en la industria
Maiz palomero Como alimento
Maiz semidentado Como alimento para mejoramiento genético
Maiz truncado Como mejoramiento genético del maiz en general
Maiz azul y morado |Como alimentos tipicos y botanas

(CIMMYT, 2009)

Por lo general, se hace mencién principalmente de dos variedades de maiz,
blanco, amarillo o forraje. El maiz blanco se usa exclusivamente para consumo
humano, en virtud de su alto contenido nutricional, en tanto que el maiz

amarillo se destina al procesamiento industrial y a la alimentacién animal.

El maiz morado ha sido cultivado en América latina, principalmente en Perq, los
peruanos lo han usado como alimentos por varios siglos; como la chicha

morada, que es una bebida tipica de alla.

El extracto del maiz morado es rico en antocianinas y bioactivos fendlicos, el
colorante de antocianinas esta aprobado en Japén y en la lista “Existing Food
Additive List” El color del maiz morado ha sido usado como colorante para

bebidas, jaleas, dulces, etc.

Recientemente se ha reportado que las antocianinas tienen varias actividades
bioldgicas, tal como antioxidante, antimutagénica, antidiabetico y actividades
anticancerigénas. Especialmente se ha reportado disminucion de
carcinogénesis en colon de rata, inducido por PhIP (2 —amino-1 metil-6-fenil-
imidazo-{4,5-b}-piridina). En esta forma las antocianinas no solo han sido un
colorante para alimentos sino también como un material alimenticio de salud.
(Hiromitsu Aoki, 2002).



1.1.5 Estructura y composicion del grano de maiz

Los granos de maiz se desarrollan mediante la acumulacién de los productos
de la fotosintesis, la absorcion a través de las raices y el metabolismo de la
planta de maiz en la inflorescencia femenina denominada espiga. Esta
estructura puede contener de 300 a 1000 granos segun el niumero de hileras y

el diametro y longitud de la mazorca.

El grano de maiz se denomina en botanica cariopside o cariopsis; cada grano
contiene el revestimiento de la semilla, o cubierta seminal, y la semilla, como se
ve en la Figura 2 también se muestra las cuatro estructuras fisicas
fundamentales del grano: el pericarpio, cascara o salvado; el endospermo, el
germen o embridn; y la pilorriza (tejido inerte en que se unen el grano y el

carozo).

En la figura 3 se muestra la composicion porcentual, donde la cubierta seminal
0 pericarpio se caracteriza por un elevado contenido de fibra cruda,
aproximadamente el 87 por ciento, la que a su vez estd formada
fundamentalmente por hemicelulosa 67%, celulosa 23% y lignina 0.1%. El
endospermo, en cambio, contiene un nivel elevado de almidén 87%,
aproximadamente 8% de proteinas y un contenido de grasas crudas
relativamente bajo. El germen se caracteriza por un elevado contenido de
grasas crudas, 33% por término medio, contiene también un nivel relativamente
elevado de proteinas préximo al 20% y minerales. Se dispone de algunos datos
sobre la composicion quimica de la capa de aleurona, elemento con un
contenido relativamente elevado de proteinas aproximadamente el 19% de

fibra cruda.
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Figura 3. Composicion del grano de maiz y las partes anatoémicas. (Kulp, 2000)



Tabla 3. Distribucién ponderal de las principales partes del grano

Estructura 06 de distribucion
| ponderal

Pericarpio 5-6
Aleurona 2-3
Endospermo 80-85
Germen 10-12

La distribucion ponderal de las distintas partes del grano se indica en el Tabla
3. Al endospermo, la parte de mayor tamafio, corresponde cerca del 83% del
peso del grano, en tanto que el germen equivale por término medio al 11% vy el
pericarpio al 5%. El resto esta constituido por la pilorriza, estructura cénica que

junto con el pedicelo une el grano a la espiga. (FAO, 1993)
1.1.6 Salvado

Subproducto obtenido del procesamiento de cereales por via seca, luego de
tamizar la harina producto de la molienda. El salvado corresponde a las capas
externas del grano y mas concretamente al pericarpio, con sus tres subcapas:
epicarpio, metacarpio y endocarpio (ricas en fibras y minerales), la testa (rica
en vitaminas y enzimas) y la capa de aleurona (rica en proteinas y grasas).
(Botanical, 1999)

1.1.7 Compuestos bioactivos del salvado de maiz
1.1.7.1 Fibra dietética

La fibra dietética es el componente quimico que se halla en cantidades
mayores en el salvado. Los hidratos de carbono complejos del grano de maiz
se encuentran en el pericarpio y la pilorriza, aunque también en las paredes

celulares del endospermo y, en menor medida, en las del germen.

Sandstead et al, 1978 hallaron que el salvado de maiz esta formado por un 75
por ciento de hemicelulosa, un 25 por ciento de celulosa y 0,1 por ciento de

lignina, en peso en seco.
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1.1.7.2. Proteinas

En las variedades comunes, el contenido de proteinas puede oscilar entre el 8
y el 11 por ciento del peso del grano, y en su mayor parte se encuentran en el
endospermo y encontrando un 3.5 por ciento aproximadamente en el salvado

siendo el de maiz el mas bajo en comparacion con el salvado de arroz y avena.
1.1.7.3. Vitaminas

El contenido vitaminico del maiz, al igual que el de los demas alimentos y
nutrientes, depende de factores intrinsecos (especie y variedad) y extrinsecos
(tipo de suelos y procesado de la materia prima). Por ello, las cifras de
contenido vitaminico pueden presentar importantes diferencias segun el pais
de origen y la zona, aun en el mismo pais.

Las vitaminas hidrosolubles se encuentran fundamentalmente en la capa de
aleurona y en menor medida en el germen y en el endospermo.

El salvado es rico en vitaminas del grupo B y su importancia radica en la
transformacién de grasas, proteinas e hidratos de carbono en energia vital.
Tiene gran importancia en la salud del sistema nervioso y en la produccion de

hormonas y enzimas, asi como el fortalecimiento del sistema inmunoldgico.

Vitamina Bl: tiamina o0 aneurina, sustancia capaz de prevenir o curar los
sintomas clinicos conocidos bajo el nombre de "beri-beri", el contenido
promedio de B1 en el maiz entero es importante, representando alrededor de
1,1 mg/1000 Kcal. La tiamina es relativamente estable al calor seco pero se
destruye rapidamente en soluciones neutras o alcalinas, y es sensible a la
oxidacion, por lo cual se pierde en el proceso de nixtamalizacion del maiz.

Vitamina B2: riboflavina, lactoflavina u ovoflavina, constituye el factor

termoestable del complejo B, se encuentra en el organismo bajo las formas
activas de flavin-mono-nucleétido (FMN) y flavin-adenina-dinucleétido (FAD),
grupos prostéticos de flavoproteinas que intervienen en diversas reacciones de
oxido-reduccion relacionadas con el metabolismo de los hidratos de carbono,
proteinas y lipidos. El contenido promedio de B2 en el maiz entero también es

importante, representando 0,6 mg/1000 Kcal.
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Niacina: nicotinamida o vitamina PP (preventiva de la pelagra), es sumamente
estable al calor, tanto seco como en solucién, pero en el maiz se encuentra en
su mayor parte "no biodisponible” formando los compuestos niacitina y
niacinégeno, de los que no es liberada durante la digestion en el intestino. Por
ello, cuando el maiz fue introducido en el norte de Espafa y de lItalia y se lo
tratd para panificacion, como se acostumbraba hacer con el trigo, surgié en las
poblaciones pobres la enfermedad carencial pellagra, que Illevo al
descubrimiento de esta vitamina. Sin embargo en América, de modo intuitivo, el
maiz era molido y tratado durante toda la noche con agua de cal. Este proceso
recibié el nombre de "nixtamalizacién". Mediante este tratamiento se libera la
niacina de los compuestos niacitina y niacinégeno, y puede ser absorbida en el
intestino. El contenido de niacina en el maiz antes y después de la
nixtamalizacion es, respectivamente, de 0,04 y 2,6 mg/100 g, que representan
3,2y 10,0 equivalentes de niacina por 1000 Kcal.

Acido félico: las funciones del acido folico estan relacionadas con el transporte
y transferencia de grupos de un carbono (metilo, formilo, metenilo, metileno o
forminino), necesarias para la biosintesis de purinas y de timina, lo cual explica
su papel fundamental en el crecimiento y reproduccién celular y en la
hematopoyesis. Su deficiencia produce anemia megaloblastica. El contenido en
el maiz es considerable pero se debe tener en cuenta que se destruye

facilmente por calentamiento. (FAO, 1993)

1.1.7.4. Minerales esenciales

La concentracion de cenizas en el grano de maiz es aproximadamente del 1,3
por ciento. Los factores ambientales influyen probablemente en dicho
contenido. El germen es relativamente rico en minerales, con un valor medio
del 11 por ciento, frente a menos del 1 por ciento en el endospermo, por lo que
el salvado de maiz contiene una baja cantidad de minerales, sin embargo se
puede encontrar algunos de ellos como son el fésforo, magnesio, potasio y
calcio. (FAO, 1993)
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1.1.7.5 Compuestos fendlicos

Los fenoles son compuestos quimicos ampliamente distribuidos en las plantas
como producto de su metabolismo secundario, algunos de los cuales son
indispensables para su funcionamiento y otros son utiles en los mecanismos de
defensa bajo situaciones de estrés (Kim et al, 2003) y contra el ataque de
organismos patogenos (Bakan et al, 2003). También se vincula el consumo de
estos fitoquimicos con beneficios a la salud, debido a sus propiedades
antioxidantes (Gallardo et al, 2006) y anticancerigenas (Zhaohui vy
Moghadasian, 2008).

Quimicamente son compuestos que tienen al menos un anillo aromatico al que
estd unido a uno o mas grupos hidroxilo. Existe una gran variedad de
compuestos fendlicos, y se clasifican en flavonoides, formados por dos anillos
aromaticos unidos por un heterociclo oxigenado y que dependiendo del grado
de hidrogenacion y de la sustitucion del heterociclo son, flavonoles, flavonas,
isoflavonas, antocianos, proantocianidinas, flavanonas, etc. y se encuentran
generalmente en forma de glicésidos, y los no flavonoides, compuestos
benzoicos y cindmicos, llamados comunmente &cidos fendlicos, que contienen
un anillo aromatico con diferentes grupos funcionales, y que pueden estar
formando esteres con los acidos organicos. Otros compuestos de naturaleza
polifendlica son estilbenos, taninos, ligninas y lignanos. Algunas de las
propiedades de los productos de origen vegetal, como color, astringencia y
aroma son debidas a la presencia de compuestos de este tipo. (Pedrola, 2005)

En cereales los fenoles se agrupan en solubles e insolubles o ligados. En el
primer grupo estan los fenoles libres, glucosilados y esterificados que se ubican
en mayor cantidad en las capas periféricas de los granos (pericarpio, testa y
células de aleurona), mientras que su concentracion es menor en el
endospermo (Yu et al., 2001). El maiz (Zea mays) contiene mas fenoles totales
y mayor poder antioxidante que cereales como trigo, arroz y avena (Adom y
Liu, 2002). El principal fenol es el acido ferulico, que representa alrededor de
85 % de los fenoles totales y se concentra en el pericarpio del grano en forma
libre o esterificada a las heteroxilanas que constituyen la hemicelulosa de la

pared celular (De la Parra et al, 2007),
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Aunque hay trabajos sobre el contenido de fenoles en el grano entero de maiz
(Sosulski et al., 1982; Del Pozo-Insfran et al, 2006; De la Parra et al, 2007),
pocos cuantifican estos compuestos en las estructuras del grano, a pesar de
gue su presencia tiene relevancia con propiedades particulares: el contenido de
fenoles en el germen del grano de maiz estd asociado con la tolerancia
a Fusarium spp (Bakan et al, 2003); los fenoles del endospermo participan en
el desarrollo del color grisaceo en masa y tortilla (Salinas et al, 2007) y los del
pericarpio se relacionan con la tolerancia a plagas de almacén (Sen et
al, 1994). Existen trabajos que relacionan la dureza del grano de maiz con el
contenido de fenoles (Bily et al, 2004; Del Pozo-Insfran et al, 2006), pero se
desconoce si otras propiedades fisicas del grano estan asociadas con el

contenido de estos compuestos.
1.2 Antocianinas

Las antocianinas son compuestos no nitrogenados que forman parte de la
familia de los polifenoles y se definen como flavonoides fendlicos (Martinez,
2002).

Las antocianinas consiste en un grupo flavilio que a su vez esta formado por
una molécula de benzopirano unida a un anillo fenilico. Estos grupos se
encuentran unidos a sacaridos. (Kong et al., 2003).

Variaciones estructurales del anillo B resultan en seis antocianidinas conocidas
(Fig. 4).
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Figura 4. Estructura y sustituyentes de las antocianinas (Kuskoski et al; 2003)

El color de las antocianinas depende del nimero y orientacion de los grupos

hidroxilo y metoxilo de la molécula. Incrementos en la hidroxilacion producen
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desplazamientos hacia tonalidades azules mientras que incrementos en las
metoxilaciones producen coloraciones rojas.

En la naturaleza, las antocianinas siempre presentan sustituciones glicosidicas
en las posiciones 3 y/o 5 con mono, di o trisacaridos que incrementan su
solubilidad.

Dentro de los sacaridos glicosilantes se encuentran la glucosa, galactosa,
xilosa, ramnosa, arabinosa, rutinosa, soforosa, sambubiosa y gentobiosa. Otra
posible variacion en la estructura es la acilacion de los residuos de azucares de
la molécula con acidos organicos. Los acidos organicos pueden ser alifaticos,
tales como: malodnico, acético, malico, succinico u oxalico; o aromaticos: p-
coumarico, caféico, ferulico, sinapico, galico, o p-hidroxibenzdico. (Stintzing et
al., 2002)

1.2.1 Factores que afectan la estabilidad de antocianinas

A pesar de las ventajas que las antocianinas ofrecen como posibles sustitutos
de los colorantes artificiales, su incorporacibn a matrices alimenticias o
productos farmacéuticos y cosméticos son limitadas debido a su baja
estabilidad durante el procesamiento y el almacenamiento (Wrolstad, 2000;
Cevallos y Cisneros, 2004). Factores como la estructura quimica, pH,
concentracion, temperatura, presencia de oxigeno, acido ascorbico y actividad

de agua de la matriz determinan la estabilidad del pigmento.

1.2.1.1 Efecto del pH y luz

El pH tiene efecto en la estructura y la estabilidad de las antocianinas (Figura
5). A valores de pH inferiores a dos, se encuentra en su forma mas estable o
de i6n oxonio o cation flavilio (AH+) de color rojo intenso. A valores de pH
cercanos a siete ocurre una pérdida del proton y adicion de agua en la posicion
2, dando lugar a un equilibrio entre la pseudobase carbinol o hemicetal (B) y la
forma chalcona (C), o de cadena abierta. Estas ultimas, son formas incoloras y
bastante inestables. A valores de pH superiores a siete se presentan las formas
quinoidales (A, A-) de color purpura que se degradan rapidamente por

oxidacion con el aire (Hutchings, 1999).
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Figura 5. Antocianinas a diferentes valores de pH (Coultate, 1984).
Sin embargo, pierden la intensidad de su color con el contacto de la luz,
manteniéndose estable en condiciones acidas, por lo que deben almacenarse
bajo esas condiciones. En la industria alimenticia, son utilizadas en productos
acidos (con un pH de 4 o inferior), como jaleas, confituras, mermeladas, entre
otros (Kong et al., 2003).

1.2.1.2 Efecto de la temperatura

Incrementos de temperatura resultan pérdida del azlcar glicosilante en la
posicién 3 con la consecuente produccion de chalconas incoloras. (Timberlake,
1980)

1.2.1.3 Efecto del oxigeno y acido ascorbico

El efecto del acido ascoérbico sobre la estabilidad de las antocianinas ha sido
explicado por Jurd, 1972 y Poei-Langston, 1981, como una posible reaccion de
condensacion entre el 4cido y los pigmentos.

Otro factor importante sobre la estabilidad de las antocianinas es el contacto

con el oxigeno, ya que son rapidamente oxidadas cuando se encuentran
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principalmente en su forma quinoidal. Si este es excluido en el sistema no se

observa deterioro del color.

1.2.1.4 Efecto de la concentracién de pigmentos y agua

Hoshino et al., 1981 demostraron que cuando la concentracion de antocianinas
alcanza valores altos, se presentan fendbmenos de autoasociacién entre dos
cationes flavilio, dos formas hemicetal, dos bases quinoidales, e inclusive, entre
una base quinoidal y un cation flavilio y protegiendo la molécula de antocianina.
Por otro lado, incrementos en la actividad de agua del medio causan
degradacion de las antocianinas probablemente debido a una mayor
interaccion entre el agua y el cation flavilio para formar la pseudobase inestable
(Garzoén y Wrolstad, 2002; Olaya et al., 2008)

1.2.1.5 Efecto de los metales

Las antocianinas cambian de color cuando forman complejos, quelatos o sales

con iones sodio, potasio, calcio, magnesio, estafio, hierro o aluminio.

1.2.1.6 Efecto de enzimas

La inactivacion de enzimas, mejora la estabilizacion de las antocianinas; las
enzimas que tienen caracter b-glucosidasa hidrolizan el enlace glucosidico en

el C-3, produciendo el correspondiente aglucon, el cual es incoloro.

1.2.1.7 Copigmentacion

El color de las antocianinas puede ser estabilizado y enriquecido por
reacciones de copigmentacion (Rein, 2005). Este es un fendmeno que
involucra la interaccién de las antocianinas con los flavonoides, polifenoles,
alcaloides, aminoacidos y consigo mismas, generando que el color de las
antocianinas sea mas intenso, brillante y estable, ya que estos compuestos la

protegen de los efectos de pH, luz y calor (Jiménez, 2008).
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1.3 Extraccion de antocianinas

La extraccion de las antocianinas es el primer paso para su determinacion total
e individual, la eleccion de un método de extraccién es importante para su
analisis y depende en gran medida de su naturaleza y de la fuente del material.
Este procedimiento debe maximizar su recuperacion realizando extracciones
multiples si es necesario, evitar la degradacion natural y disminuir el tiempo de
realizacion.

La naturaleza de la molécula permite su solubilidad en muchos disolventes,
como son alcoholes, acetona y agua; para uso en alimentos se sugiere usar el
etanol sobre el metanol por su grado de toxicidad. (Rodriguez y Wrolstad,
2001)

1.3.1 Disolventes de extraccion y procesamiento.

Se utilizan para la obtencidn de extractos naturales. Se acepta un limite
méaximo para la cantidad de solvente residual permanente en un alimento
debido al principio activo de transferencia de masa. Concentraciones maximas
de residuos de disolventes de extraccion y procesamiento, presentes en los

aromatizantes/saborizantes/colorantes. (Tabla 4)

Tabla 4. Concentracidn méaxima de residuo de disolventes.

Disolvente mg/Kkg:
Acetato de etilo 10
Acetona 2
Butano 1
1-Butanol 10
Ciclohexano 1
Diclorometano 2

Dioxido de carbono Limite no especificado

Eter de petroleo 1
Eter dibutirico 2
Eter dietilico 2
Etil metil cetona 2
Hexano 1
Isobutano 1
Metanol 10
Propano 1
Tolueno 1
Tricloroetileno 2

(SICE, 2012)
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1.3.1.1 Agua

El elevado momento dipolar del agua y su facilidad para formar puentes de
hidrogeno hacen que el agua sea un excelente disolvente. Una molécula o ién
es soluble en agua si puede interaccionar con las moléculas de la misma

mediante puentes de hidrégeno o interacciones del tipo i6n-dipolo.
1.3.1.2 Metanol

Es un disolvente de tintas, colorantes, resinas y adhesivos. Se utiliza en la
fabricacion de pelicula fotografica, plasticos, jabones textiles, tintes de madera,
tejidos con capa de resina sintética, cristal inastillable y productos
impermeabilizantes. Sirve como materia prima para la fabricacion de muchos
productos quimicos y es un ingrediente de decapantes de pinturas y barnices,
productos  desengrasantes, liguidos embalsamadores y mezclas

anticongelantes.

El alcohol metilico tiene propiedades toxicas que pueden hacerse evidentes
tanto por exposicion aguda como cronica. En experimentos con animales se ha
demostrado que el alcohol metilico puede penetrar en la piel en cantidad
suficiente como para causar una intoxicaciéon mortal. En casos de intoxicaciéon
grave, generalmente por ingestion, el alcohol metilico actia de forma especifica
en el nervio optico, causando ceguera como resultado de la degeneracion del
nervio Optico, acompafada de cambios degenerativos en las células
ganglionares de la retina y trastornos circulatorios en las coroides. La ambliopia
es normalmente bilateral y puede aparecer pocas horas después de la
ingestion, mientras que la ceguera total no se instaura hasta pasada una

semana.
1.3.1.3. Etanol

Se utiliza como anticongelante, aditivo alimentario y medio de crecimiento de
levaduras. El alcohol etilico puede disolver muchas sustancias, por este motivo,
se utiliza como disolvente en la fabricacion de farmacos, plasticos, lacas,

barnices, plastificantes, perfumes, cosméticos, aceleradores del caucho, etc.
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La exposicion prolongada a concentraciones superiores a 5.000 ppm causa
irritacion de los ojos y la nariz, cefalea, sopor, fatiga y narcosis. El alcohol
etilico se oxida muy rapidamente en el organismo a diéxido de carbono y agua.
El alcohol no oxidado se excreta en la orina y en el aire espirado, de manera
que apenas se producen efectos acumulativos El peligro de este consumo
anomalo depende de la concentracion de etanol, que si es superior al 70 %
puede producir lesiones esofagicas y gastricas, y de la presencia de

desnaturalizantes.
1.3.1.4 Isopropanol

Es otro disolvente industrial importante se emplea como antiséptico y sustitutivo
del alcohol etilico en cosméticos, pero no puede utilizarse en productos
farmacéuticos aplicados internamente. El isopropanol es un ingrediente de
jabones liquidos, limpiacristales, aromatizante sintético de bebidas no

alcohdlicas y alimentos y producto quimico intermedio.

No se conoce ningun caso de intoxicacion industrial, aunque si se ha detectado
una mayor incidencia de canceres de senos nasales y laringe en trabajadores
que participaban en la produccion de alcohol isopropilico. La causa podria ser
el contacto con aceite isopropilico, que se obtiene como subproducto. La
experiencia clinica demuestra que el alcohol isopropilico es mas téxico que el
etanol, pero menos que el metanol. El isopropanol se metaboliza en el
organismo dando acetona, que puede alcanzar concentraciones elevadas y, a
su vez, es metabolizada y se excretada por los rifiones y los pulmones. En el
ser humano, las concentraciones de 400 ppm producen irritacion leve de ojos,
nariz y garganta. El curso clinico de la intoxicacion por isopropanol es
semejante al de la intoxicacion por etanol. La ingestion de hasta 20 ml diluidos
en agua causa solamente una suave sensacion de calor y un ligero descenso

de la presién sanguinea.
1.3.1.5 Acetona

La acetona se usa como disolvente de otras sustancias, como pinturas,

barnices, lacas, grasas, aceites, ceras, resinas, tintas de imprenta, plasticos y
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pegamentos. Se usa para fabricar plasticos, fibras, medicamentos, rayon,
peliculas fotogréaficas, pélvora sin humo y otras sustancias quimicas. También

se emplea para limpiar y secar piezas de precision.

La exposicidn a altas concentraciones de acetona puede causar la muerte,
coma, pérdida del conocimiento, convulsiones y dificultad respiratoria.

Puede danfarle los rifiones y la piel de la boca.

La inhalacion de concentraciones moderadas a altas por periodos breves
puede causar irritacion de la nariz, la garganta, los pulmones y los ojos.
También puede causar intoxicacion, dolor de cabeza, fatiga, estupor, mareo
leve o fuerte, confusion, aceleracion del pulso, nauseas, vomito y reduccion del

ciclo menstrual en las mujeres. (Tox Town, 2010)
1.3.2. Acidos organicos

La extraccion de las antocianinas involucra acidos que permite desnaturalizar
la membrana del tejido vegetal y posteriormente disolver el pigmento, con el
objetivo de obtener el cation flavilo, el cual es estable en un medio muy acido.
El 4cido puede causar la parcial hidrolisis de los acilos en antocianinas
aciladas, especialmente aquellas con acidos dicarboxilicos tal como el acido
manolico, por lo que es aconsejable el uso de acidos débiles, tales como el
acido tartarico o citrico para mantener intactos los sustituyentes dicarboxilicos.
(Castarieda, 2009; Escribano Baildn, 2004)

1.3.2.1 Acido acético

Liquido incoloro de olor caracteristico, miscible en agua, con un pKa de 4.75;
se usa en la fabricacién de farmacos, tintes, plasticos, aditivos de alimentos e

insecticidas.
1.3.2.2 Acido lactico

Liquido translucido incoloro o amarillo palido, de olor caracteristico, soluble en
agua con un pKa de 3.86; se usa como acidulante y conservador en productos

alimenticios,
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fabricacion de cerveza, vinos, sidras y alcoholes (acelera el proceso de
fermentacién y
proporciona bouquet), emulsificantes para pasteleria, fabricacion de quesos,
mantequilla, yogurt, cremas, etc., fabricacion de dulces y chocolates rellenos
Mermeladas y confituras, fabricacion de lactatos, utilizados en alimentos,

medicina y como disolventes.
1.3.2.3 Acido citrico

Es un sdlido incoloro, traslicido o blanco, que se presenta en forma de
cristales, granular o polvo, es anhidro o contiene una molécula de agua de
hidratacion, es un acidulante ampliamente usado, inocuo con el medio
ambiente. Es practicamente inodoro, de sabor acido no desagradable, soluble
en agua, éter y etanol a temperatura ambiente, con un pKa de 3.08

Es producido mediante fermentacion usando carbohidratos naturales, tales
como azUcar y dextrosa como sustratos, y Aspergillus niger como organismo

de fermentacion.

El acido citrico es un buen conservador y antioxidante natural que se afiade
industrialmente como aditivo. Sus funciones son como agente secuestrante,

agente dispersante y acidificante.
1.3.2.4 Acido tartarico

Cristales incoloros, o polvo blanco, transparentes o translicidos muy
resistentes, inodoro, bajo a moderadamente corrosivo con el tiempo, de sabor
fuertemente &cido, estable en contacto con el aire 6 la luz, soluble en menos
de una parte de agua destilada y en 2,5 partes de alcohol; soluble en glicerina;
prac-ticamente insoluble en éter y en cloroformo. Las soluciones de éste acido

son astringentes y mediana-mente irritantes, presenta un pKa de 3.03

Como acidificante y conservante natural en mermeladas, helados, gelatinas,
sumos, conservas y bebidas; como efervescentes en bebidas carbonatadas,
como emulsionante y conservante de la industria panificadora y para

elaboracion de caramelos y golosinas.
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1.3.2.5 Acido succinico

Cristales blancos, inodoros, solubles en agua con un pKa de 4.20; acido de
origen natural, presente en la mayoria de frutas y vegetales. Es sintetizado
comercialmente a partir del acido acético. Actia como regulador de acidez y
potenciador del sabor. Se usa en confiteria, panificacion, etc. (New Jersey
Departhament of Health, 2012)

1.4 Colorantes

La creciente preocupacion por la toxicidad de los colorantes sintéticos usados
en alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos ha sido investigada por
Hallagan, 1991 y Lauro, 1991 donde reportaron que los colorantes rojo No. 2 y
40 se han prohibido en Austria, Japon, Noruega y Suecia, pero el rojo No. 40
aun se encuentra en escrutinio en Estados Unidos, estos hallazgos se
relacionan con las modificaciones de la hiperactividad de nifios de edad
escolar, lo cual se puede considerar como un mal neuronal agudo (Breakey et
al, 2002, McCann et al, 2007) Estos indicios son suficientes para disminuir la
demanda de colores artificiales a favor del consumo generalizado de colorantes

naturales como las antocianinas (Huck y Wilkes, 1996).
1.4.1 Encapsulacion

La encapsulacion es una técnica que se emplea para proteger los aditivos
utilizados en la industria de alimentos, esta técnica tiene diferentes propdsitos
en un producto alimenticio, entre los que se destacan: la conservacion,
fortificacion y liberacion controlada en el tiempo de nutrientes, disminucion de la
higroscopicidad, transformacion de sabores liquidos a polvos, estabilidad
durante el almacenamiento, mejoramiento de cualidades organolépticas y
funcionales de productos alimenticios, etc. Los principales aditivos
encapsulados en la industria de alimentos son: acidos, colorantes, pigmentos,
enzimas, microorganismos, sabores, especies, grasas y aceites, vitaminas,
minerales, sales, edulcorantes, gases y agentes leudantes. La seleccién del
material de recubrimiento es el paso mas importante para obtener un producto
encapsulado porque dependiendo de sus propiedades, se puede cumplir con

los requerimientos de proteccion. EI método de encapsulacion se elige de
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acuerdo a la aplicacion requerida, el tamafio de capsula deseado, el material a
encapsular, el costo y las propiedades fisicas y quimicas del recubrimiento
(Sandoval, 2004)

Los procesos de encapsulacion se pueden dividir en dos, procesos quimicos y
mecanicos: Los procesos quimicos se dividen en técnicas de coacervacion, co-
cristalizacion, polimerizacion interfacial, gelificacion iénica, incompatibilidad
polimérica, atrapamiento por liposomas e inclusibn molecular, dentro de los
procesos mecénicos se encuentran las técnicas de secado por aspersion,
secado por congelamiento/enfriamiento y extrusion (Madene et al, 2006, Yafiez
et al; 2002)

Los agentes encapsulantes usados como polisacaridos destacan, el almidon,
maltodextrina, jarabe de maiz, goma arabiga, agar, fibras y carbometilcelulosa;
lipidos como el acido estéarico, mono y diglicéridos y lecitinas, y proteinas
grenetina, caseina, lactosuero, soya y trigo. (Parras, 2010)

1.4.2 Medicién de color

El color es una sensacion subjetiva que produce la luz transmitida o reflejada
por el ojo humano. El color de un alimento es importante desde el punto de
vista comercial ya que para poder ser aceptado debe tener el color esperado

por el consumidor.

Hay dos procesos fundamentales para medir el color: sensorial e instrumental.
En el primer grupo, la medicion sensorial estricta consiste en hacer uso de un
panel de evaluadores entrenados, usando referencias. El sistema visual
humano tiene la habilidad para discriminare entre colores, pero poca memoria
visual, por lo que la valoracion de color ayudada por patrones mejora las
valoraciones visuales. (Heredia, 2009) El método instrumental consiste el uso
de técnicas en las cuales permite medir el color externo de los alimentos en el
cual se mide la transmitancia o reflectancia. Este método se conoce como
colorimetria triestimulos considerado uno de los mas rapidos y faciles de
desarrollar, el instrumento a usar es un espectrofotbmetro o colorimetro

triestimulo.
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JUSTIFICACION

El color es una de las caracteristicas sensoriales a las que mayor énfasis da el
consumidor a los alimentos. El uso de colorantes artificiales ha dado paso a
gue se cuestione sobre su efecto téxico, por esta razon se ha buscado la forma
de remplazarlos por colorantes de origen natural, ya que estos colorantes no
necesitan certificacion por ser del grado GRAS.

Las antocianinas al ser moléculas con propiedades benéficas para la salud e
impartir color son la razon de la siguiente investigacion.

Sin embargo, las antocianinas al ser moléculas poco estables frente a varios
factores ambientales se busca condiciones de extraccion que proporcionen
altos rendimientos, asi como su estabilizacion.

El maiz es uno de los principales productos alimenticios de México y ha sido de
gran importancia en la alimentacion diaria de los mexicanos; sin embargo, el
maiz de color es producido y consumido en regiones muy especificas, por lo
gue se busca la forma de impulsar su produccién, usos y consumo, €es por eso
que el maiz morado, criollo (Zea mays L.) es la fuente que se ha escogido para
la obtencion de antocianinas.

Las antocianinas se encuentran localizadas tanto en el pericarpio, como en la
capa de aleurona del maiz, por ello esta investigacion se realizd sobre el

salvado del maiz, el cual contiene estos componentes.
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OBJETIVO GENERAL
Identificar las condiciones que presentan mayor rendimiento de extraccién de

antocianinas del salvado de maiz morado (Zea mays L.) asi como estabilizarlo

en un vehiculo para su aplicacion a los alimentos.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar las condiciones de extraccion: tiempo, cantidad de disolvente,
disolventes y acidos organicos para obtener los mejores rendimientos de
antocianinas.

Cuantificar por el método de pH diferencial y HPLC para conocer la
cantidad y perfil de antocianinas en el salvado de maiz.

Cuantificar polifenoles totales para conocer la relacion que hay con las
antocianinas.

Extraer a escala preparativa para obtener un extracto rico en antocianinas
que sera implementado en alimentos.

Encapsular con amaranto, inulina y maltodextrina para obtener un colorante
con mayor facilidad de empleo, asi como su estabilizacion.

Aplicar en diferentes alimentos con el fin de conocer si estos colorantes son

viables para su uso.

HIPOTESIS
El uso de disolventes a distintas concentraciones con agua tendra diferentes

rendimientos de extraccion de antocianinas.

Con el uso de diversos acidos organicos se obtendra un rendimiento igual que

al emplear acido acético.
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2 METODOLOGIA
2.1 DIAGRAMA GENERAL

Maiz morado

Etapa | :
Molienda y
Tamizad!
Salvado
| Etapa Il
Acondicionamiento
——
de muestre — Condiciones de
extracciol
[ Extraccion de pigmentos] |
Extraccion sistemas
ll propuestc
4 |
Etapa lll [ Cuantificaciol
[ Escalepreparativ ] |
[ Evaporacién de diso|vente] AntOCianinaS POIifenO|eS
Liofilizacién ] »  pH diferencial
Etapa IV [ | [ « HPLC
Aplicacion a P — [ . ]
) = Encapsulaci¢
[ alimento J

| [ Medicion de color ]

l Bebida: l[ Yoguri ][ Tortillas ]

[ Evaluaciol ]
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2.2 ETAPAL.
Maiz morado

T=-80°C 4{ Congelacié ]

[ Molienda ]

|
Malla#5( — Tamizad: |
|

Salvado

2.2.1 Obtencién del salvado

Se recolect6é maiz morado criollo de la localidad de Ixtenco, estado de Tlaxcala,
México. Para la preparacion de la muestra, el maiz se congel6 por 24 horas a -
80°C en un ultracongelador Harris, se moli6 en licuadora marca Oster de una
velocidad y se tamiz6 en una malla namero 50, la fraccién que no pasoé por la
malla se molié dos veces mas en un molino de café GX410011 marca KRUPS
y se volvid a tamizar con el fin de retirar la mayor cantidad de almidon; la
fraccion obtenida fue del 23% siendo este el salvado con lo que se realizo los

experimentos.

2.3 ETAPAII

A 4

. .. . ) Agitacion 300rpm,
Sinluz, N,, 4—‘ Acondicionamient T 250C

T T ( T i T
Tiempo de extracciéj [ Relacion muestraﬂ [ Extraccion y } Disolventes y }[ Acidos }

[ por medio de cinétit disolvente re-extracciol fracciones organicos
1 1 \ 1 1

[ Cuantificacion

\!

|

[ Antocialinas ] [ Polifenoles T. ]

[ pH diferencia v HPLC ]
|
|

[ Analisis Estadistic ]

-
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2.3.1 Acondicionamiento de muestras

Para el acondicionamiento del salvado se pes6 un gramo de muestra, se
agrego el disolvente en cuestion 10mL, &cido acético glacial al 1% donde las
soluciones alcanzaron un pH de 3, los matraces se cubrieron con papel
aluminio para evitar la degradacion por efecto de la luz; para evitar la
degradacion por el oxigeno se empled gas nitrégeno. Se sometieron a una
agitacion de 300rpm a temperatura controlada de 25°C en una agitadora
Thermo scientific MyxQ 4000. Se tom6 como referencia al metanol y al acido

acético. Todas las pruebas realizadas se hicieron por triplicado.
2.3.2 Determinacion de tiempo

Para obtener el tiempo de extraccion de las antocianinas se realiz6 una
cinéta con 10mL de metanol (Fermont) 0.1mL y de &cido acético glacial ACS
(Fermont); ambos grado reactivo. Se midié antocianinas totales a cada hora
durante las primeras cuatro horas y finalizando a las 24 horas; esto se realizé

por triplicado.
2.3.3 Determinacioén de relaciéon muestra disolvente

Se prosiguié a determinar la relacion de muestra-disolvente, con las
proporciones 1:10, 1:50 y 1:100 con metanol/ &cido acético glacial al 1% grado

reactivo, cada una por triplicado.
2.3.4 Extraccion simple y multiple

Después de obtener la relacibn muestra disolvente se realizé una
extraccion simple y multiple a dos diferentes tiempos, el primero donde hubo la
mayor extraccion de antocianinas (1 hora) y el segundo donde ya no hubo
variaciones de extraccidbn con el fin de obtener la maxima extraccion de
antocianinas (4 horas). Cada una de las extracciones se realizé con metanol a
diferentes concentraciones; se empledé 10mL de metanol y acido acético al 1%
y 8mL de metanol, 2mL de agua destilada y 1% de acido acético glacial. Al
término de la primera extraccion se filtr6 y a la muestra de salvado se volvié a
someter a otra extraccidbn con las mismas condiciones de luz, tiempo,

temperatura, agitacion, gas N, disolvente y acido.
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2.3.5 Extracciéon con disolventes a diferentes concentraciones

Una vez obtenido el tiempo de extraccion, se prosiguié a determinar las
extracciones con diferentes disolventes y cada uno de ellos a diferentes

concentraciones. Los disolventes a emplear son:

Etanol, acetona e isopropanol (Fermont) al 100, 80, 50 y 20% siendo el
resto agua destilada con 1% de acido acético glacial grado reactivo y como
referencia se uso metanol al 80% y agua 100% con acido acético glacial al 1%.

Cada uno por triplicado
2.3.6 Extraccion con diferentes acidos organicos

Al obtener el disolvente y la fraccidn que presenta mayor rendimiento de
extraccion se estudio el rendimiento en las extracciones con el uso de &cidos
organicos diferentes. Acido acético glacial (ACS Fermont), acido lactico (Baker
Analyzed), acido citrico (J.T. Baker), acido tartarico (Aldrich) y acido succinico
(J.T. Baker).

Las extracciones se realizaron con 8mL de etanol, 2mL de agua

destilada acidificada con 1% de cada acido propuesto; cada uno por triplicado.
2.3.7 Antocianinas totales por pH diferencial

A cada solucion se le determind antocianinas totales por el método de pH
diferencial de acuerdo a Giusti y Wrosltad (2001). Que consiste en tomar una
alicuota de 200L!l de la solucion obtenida en 1800L!] de buffer de cloruro de
potasio a pH 1 y otra alicuota en buffer de acetato de sodio a pH de 4.5; se
midieron en el espectrofotometro de UV-Vis GBC-Cintral a una longitud de
onda de 510nm y a 700nm. Para poder obtener las antocianinas totales se

expresa en cianidina- 3-glucosido de acuerdo a la siguiente expresion:
Antocianinas (mg/L)= AA x PM x FD x1000/(e x L)

Donde AA (cambio en la absorbancia) = (A510 —A700) a pH 1 - (A510 - A700) a
pH 4.5;

Peso molecular = 449.2 g/mol para cianidina-3-glucésido;

FD = factor de dilucion= 10;

L = longitud de paso de celda en cm=1;
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€ = 26900 (coeficiente de extincion molar) para cianidina-3-glucosido; en
metanol

1000 = factor de conversion de gramos (g) a miligramos (mg)

2.3.8 Cuantificacion de antocianinas por HPLC

Las muestras méas representativas, tanto de disolventes como las que se
extrajeron con diferentes &cidos organicos fueron cuantificadas por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con una columna Hypersil Gold
250 x 4.6, 5nm con el método empleado en el laboratorio con las fases (A)
acido acético 10% y (B) Metanol/Agua/acido acético (50:40:10) grado HPLC Se

realizaron por triplicado.
2.3.9 Polifenoles Totales

Se determiné polifenoles totales por el método de Matthaus (2002). Tomando
2mL del extracto, se lleva a 5mL con HCI al 0.3%. Se tomé una alicuota de
100011 de la nueva solucion y se adiciona 2mL de Na,COj3 al 2%, después de
2min se agregaron 10001l de reactivo de fenol-folin-ciocalteu diluido con agua
1:1. Después de 30min se midié absorbancia a 750nm con el espectofotometro
de UV-Vis GBC- Cintral.

La concentracion de polifenoles se calculdé usando acido tanico como estandar
por lo que fue necesario realizar una curva patron con 0.0, 0.25, 0.50, 0.75 y
1mg de acido tanico. Los resultados se expresan como [g de acido tanico/g de

muestra.
2.3.10 Anadlisis estadistico

Los resultados fueron sometidos a un analisis de varianza y prueba de rangos
multiples de Duncan (p<0.05) para obtener que muestras eran diferentes

estadisticamente entre si.
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2.4 ETAPAIII.

salvadi

p
Escala preparativa (500Q) (ﬂe

Evaporacion de disolvente T= 40°C
, | ‘
Liofilizacion p{ T=-50°c .
) | / P=15x10" mbar

Encapsulacion con vehl'culo]s
l L Ll .
Medicion en colorimetro ] “

2.4.1 Escala preparativa

Con las condiciones mas favorables se decidié realizé la extraccién a escala
preparativa con 500g del salvado del maiz morado criollo, se elimin6 el
disolvente en un rotavapor Buchi R-215 a una temperatura de 40°C para
evaporar el etanol se uso a una presion de 45mbar y para el agua a una
presion de 21mbar. El extracto se liofilizé en una liofilizadora Labconco a una

temperatura de -50°C y a una presion de 15 x 10™ mbar.
2.4.2 Preparacion de colorantes

Se realiz6 el colorante en polvo y liquido usando tres vehiculos como soporte,

éstos fueron maltodextrina, inulina y amaranto.

Para realizar el colorante en polvo se pes6 una proporcion que tuviera 4.5mg
de antocianinas provenientes del extracto obtenido, el cual después de ser
liofilizado se encuentra en forma de pasta y se mezclé con los vehiculos: para
inulina una relacion extracto/vehiculo 1:20, amaranto 1:2 y dextrina 1:7
incorporandolo de manera uniforme haciendo uso del mortero hasta obtener un
polvo homogéneo; para el colorante liquido se peso el 0.25% de antocianinas
provenientes del colorante anterior y se afor6 a 5mL con agua destilada
acidificada al 1%.

Los colorantes sdlidos y liquidos se envasaron en frascos de plastico y viales

de vidrio respectivamente, cada uno de ellos etiquetados.
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2.4.3 Medicién de color

A cada uno de los colorantes se midié color en un colorimetro Minolta
spectrophotometer c¢cm-3600d. Para los colorantes en polvo se hicieron
determinaciones por triplicado y para los liquidos por duplicado. Se midieron los
parametros L*, a* y b* Donde:

L* = Luminosidad.

a* = Tendencia del color rojo (positivo) o verde (negativo).

b* = Tendencia del color amarillo (positivo) o azul (negativo).

25 ETAPA IV
Aplicacion en alimentc ]
[ Bebidas ] [ Yogurt ] [ Tortillas
[ Pasteurizar ] Evaluacion Reformular
| visual contra
[ Control S/Pasteurizaﬂ comercial

[ Medicion espectografica ]

[ Radiacion solar]

2.5.1 Bebidas

Se elaboraron las bebidas con una base previamente preparada por el grupo
Altecsa, en un litro contiene 86g de azucar, 1.8g de acido citrico, 0.18g de
benzoato de sodio y debe estar a un pH de 3. Se pesaron 3.5g de extracto de
antocianinas provenientes del salvado sin vehiculo y se disolvio en 12mL de la
base, se sometieron a calentamiento hasta alcanzar una temperatura entre
80°- 85°C por 1 min, en este momento se envasoé en frascos de vidrio y se les
dio un choque térmico colocandolas en un bafio de hielo. También se
realizaron bebidas con un color estandar (black carrot) proporcionado por la

misma empresa y con un colorante extraido de hojas de maiz morado. Cada
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uno de ellos se realiz6 por duplicado. Para cada uno de los colorantes se
realiz6 una bebida sin pasteurizacion como testigo. Posteriormente se evalud
el % de color perdido después del tratamiento de pasteurizacién, se midio el %
de fuerza de color aparente inicial y residual a las 13 horas del experimento,
tanto en las bebidas pasteurizadas y las testigo que son sin pasteuriza. Las
bebidas fueron expuestas a luz solar y se midi6 el % de fuerza aparente
residual a diferentes tiempos.

2.5.2 Yogurt

Se midi6 5mL de yogurt natural y se le agregé 0.25g de cada colorante
realizado, se mezclé hasta obtener un color uniforme. En este caso se realizd
una prueba visual con diez jueces no entrenados. Donde se evalud el color por
medio de una escala estructurada numérica, donde O es la menor intensidad y
10 es la mayor y teniendo como referencia un yogurt comercial, en donde este

tenia el valor nUmero 5.
2.5.3 Tortillas

Para la elaboracién de tortillas se pesoé la proporcion de colorante encapsulado
que tuviera 3.5mg de antocianinas y se mezclo con 25g de MASECA para
obtener una harina homogénea en cuanto a color. Posteriormente se hidraté la
harina de maiz con 20mLde agua hasta obtener la masa, se procedio a realizar

las tortillas y cocer.

Como experimento alterno, se elaboraron tortillas empleando el colorante

encapsulado directamente a una masa preparada.
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3 RESULTADOS Y DISCUCION
3.1 ETAPAI
Preparacion del maiz para obtener el salvado, el cuél sera la fuente de

obtencion de antocianinas.

3.1.1 Obtencidn del salvado

Después de congelar, moler el maiz y de ser tamizado tres veces por una malla
# 50, se obtuvo un 25% de salvado, el cual presenta en su mayoria pericarpio,

sin embargo de acuerdo al tipo de molienda también presenta almidon.

Figura 6. Salvado de maiz

Se encontré que un punto critico para la obtencion de la muestra es la
congelacion del maiz, esto se debe a que las semillas se contraen logrando
desprender con mayor facilidad el pericarpio, asi como también una facil
molienda, es importante que el salvado se mantenga lo mas frio posible para
las préximas moliendas, hasta obtener la muestra como se observa en la figura
6.

Con lo que respecta al tamizado es importante realizarlo hasta que se elimine
la mayor cantidad posible de almidon, esto para evitar que la proporcion en el

salvado sea la menor posible.

El proceso industrial para obtener el salvado comienza acondicionando el
grano afiadiéndole agua o vapor con el fin de endurecer la envoltura de maiz
para separarlo, a su vez con el germen del grano de maiz. La separacion del
germen se realiza por medio de una maquina que lleva un tambor horizontal
giratorio de forma cédnica, al pasar el maiz por este aparato, el salvado y el
germen son aislados del grano en gran parte, y el endospermo queda roto en

trozos. Las finas particulas de corteza y germen pasan a través de tamices y
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son separadas asi del endospermo. El resto pasa por zarandas, en donde las
particulas se clasifican por tamafios y son enviadas a aspiradores centrifugos

gue acaban de separar el salvado. (Tecnologias limpias, 2004)

3.2 ETAPAII
En esta etapa se obtuvieron las condiciones de tiempo, relacibn muestra-
disolvente, extraccion simples y mudltiples, extracciones con disolventes a
diferentes concentraciones, extracciones con &cidos orgénicos, cuantificacion
de antocianinas por el método pH diferencial y HPLC asi como la cuantificaciéon
de polifenoles totales. Esto con el fin de obtener los mayores rendimientos de

antocianinas con la menor cantidad de insumos.

3.2.1 Determinacién de tiempo

Para la determinacion del tiempo se ha usado metanol-acido acético, y se han
mantenido constantes la temperatura, agitacién y nitrégeno, se realizé por 24
horas, cuantificando antocianinas totales por el método de pH diferencial a

cada hora en las primeras cuatro horas. Esto se realiz6 por triplicado.

Cinética

3.0000

2.5000 ){,H’{—‘,H
2.0000

1.5000

1.0000 /

0.53000 {
Tiempo ( h)

0.0000 ”

0] 1 2 3 4 24
‘—o— Promedio| 0.2302 2.2405 2.3536 2.3775 25570 2.6803

mg de antocianinas/g de muestra

*La grafica muestra el promedio del experimento por triplicado

Grafica 1. Cinética de Tiempo vs Antocianinas totales
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Como se observa en la gréfica 1, se tiene que la maxima extraccion se da a las
24 horas con un promedio de 2.6803mg de antocianinas/g muestra, Sin
embargo el mayor incremento de extraccion en esta cinética se observa del ty al
t; que va de 0.2302mg a 2.2405mg, en el t; se encuentra de hay una
extraccion de 2.5570mg lo que indica que no hay diferencia significativa con la
cuantificacion a las 24 horas, esto muestra que a partir de este tiempo la
cantidad de antocianinas se mantiene constante gracias a la aplicacion del gas

nitrdgeno para evitar la oxidacion de las mismas.

En trabajos previos realizados en el laboratorio, el metanol ha sido el disolvente
que presenta una mayor extraccion y se parte de que el tiempo de extraccion
minimo es de 24 horas ya que se encontr6 que después de 48 horas no es
posible una mayor extraccion de antocianinas y estas tienden a degradarse.
Por lo que al querer reducir el tiempo la cinética se realiz6 empleando las
mismas condiciones manteniéndose constante hasta las 24 horas. Zhendong et
al, 2010 en su publicacion indican que el tiempo de extraccion de antocianinas
en semilla y mazorca morada es de 24hr empleando metanol donde se
encontré entre 0.56 y 0.92mg de antocianinas/g de muestra, en comparacion
con 2.2405mg obtenidos en la primera hora, una de las razones por la que la
cantidad de antocianinas cuantificadas en dicho trabajo pudo ser que a las 24
horas las antocianinas se hayan degradado o la maduracion del maiz fuera
diferente. Gorriti et al, 2009 publicaron un estudio donde encontraron que el
mejor tiempo de extraccion se realizé a las 4 horas, siendo extraidas con etanol

al 20% que fue el disolvente que presenté mejores resultados.
3.2.2 Relacion muestra-disolvente

Para realizar las extracciones se emple6 metanol-acido acético como
disolvente, por un lapso de 4 horas ya que en este tiempo no presenta
diferencia estadistica con el maximo que fue a 24 horas. Se realizé un analisis
de varianza para poder identificar si hay diferencia estadistica en las

extracciones con diferentes proporciones de disolvente-muestra.
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Relacion Muestra-Disolvente

m01:10 m01:50 m01:100

1.8000 1.4047 1.4119 1.5144
1.6000 - I
1.4000 -

1.2000 -
1.0000 -
0.8000 -
0.6000 -
0.4000 -
0.2000 -

0.0000 -

mg de Antocianinas/ g de muestra

Gréfica 2. Relacién muestra disolvente

De acuerdo a los resultados estadisticos obtenidos, se encontré que no existe
diferencia significativa entre las proporciones de muestra con disolvente
(Gréfica 2), es por eso que se decidid usar la relacion 1:10, con el fin de reducir
la mayor cantidad de disolvente. Gorriti et al, 2009 usaron la relacién de
muestra volumen de 2.5:200, mientras que Jing y Giusti, 2001 realizaron sus
extracciones 1:25 por una hora lo que esto indica que la proporcion en esta

investigacién se reduce apreciablemente la cantidad de disolvente a usar.
3.2.3 Extraccion simple y multiple

En este caso las extracciones se realizaron con metanol-acido y metanol-agua-
acido, esto con el fin de una mayor solubilidad de las antocianinas con la
presencia del agua. Se optd por hacer una extraccion simple y multiple, tanto a
1 hora como a las 4 horas para poder asegurarse que se extraiga la mayor
cantidad de las antocianinas en el menor tiempo, (Gréafica 3) los resultados se

expresan en mg de antocianinas/g de muestra.
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EXTRACCION TOTAL

EMETANOL 1 HORA METANOL 4 HORAS
EMETANOL/AGUA 1 HORA  mMETANOL/AGUA 4 HORAS

2.5000 2.2813

2.1794
1,1.3433

1.7130
I

*Cada extraccion se realizé en el mismo tiempo indicado, donde la extraccion multiple
se realizé en el salvado previamente usado y mantendiendo las mismas condiciones.

2.0000

1.5000 -

1.0000

0.5000

mg de Antocianinas/g de muestra

0.0000 -

Grafica 3. Extraccion total

De acuerdo a los resultados obtenidos (Grafica 3) se tiene que hay una mejor
extraccion en Metanol-Agua que en Metanol, sin embargo no se observa
diferencia para 1 horay para 4 horas 2.1794mg y 2.2813mg respectivamente,
por lo que esto corrobora que se puede disminuir el tiempo si se realiza una
extraccion mdultiple a 1 hora. En la segunda extraccion se logré obtener en

promedio el 25% de antocianinas totales.

Salinas et al, 2005 presenta en su trabajo la extraccion de antocianinas de
cuatro variedades de maiz, la cantidad de 1.35mg a 2.59mg de antocianinas /g
de muestra realizando 4 extracciones sucesivas usando como disolventes
metanol-agua-acético y etanol-agua-acético 10:9:1, mientras que en el
presente trabajo se obtuvo en promedio la cantidad de 2.1794mg de
antocianinas /g de muestra en sélo dos extracciones. Es por eso que en los
experimentos posteriores se realizara una segunda extraccion a la muestra
reduciendo el tiempo; con lo que respecta a la cantidad total de disolvente a
emplear sigue estando por debajo a lo que se han usado en los trabajos

indicados anteriormente.
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3.2.4 Extracciones con disolventes a diferentes concentraciones

Después de obtener el tiempo, cantidad de disolvente a usar y
realizando una extraccion mdultiple, se continu6 con la extraccion de
antocianinas con diferentes disolventes a distintas concentraciones; 20, 50 80 y
100%, usando acido acético al 1% en todas ellas. Se determind antocianinas
totales por el método de pH diferencial se realizé por triplicado los promedios

de cada uno de ellos se expresan en mg de antocianinas/g de muestra.

EXTRACCIONES CON ETANOL

BAGUA100%  EETANOL 20% BETANOL 50%o
BETANOL 80% M®METANOL 100% mMETANOL 80 %

a

2487 2.5618

2.5 - 2.1794

5 1. 8463
15 |

0.9257
1
o 444

0.5

0 —

* a, b, c y d son diferentes estadisticamente.

3 —

mg de Antocianinas/g de muestra

Gréfica 4. Extracciones con etanol a diferentes concentraciones

EXTRACCIONES CON ACETONA

BAGUA 100% BACETONA 20% BACETONA 50%
® ACETONA 80% BACETONA 100% sMETANOL 80%

4 - a

" 26394 5333

37 2.4929

2.1794

0 9257

[
|

0.1126
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Grafica 5. Extracciones con acetona a diferentes concentraciones
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Grafica 6. Extracciones con isopropanol a diferentes concentraciones

De acuerdo al analisis estadistico realizado, se tiene que entre disolventes el
agua es quien presenta diferencia estadistica, siendo el que da un bajo

rendimiento en las extracciones.

Con lo que respecta a las fracciones (Gréficas 4-6), se tiene que a mayor
cantidad de agua la extraccion no es eficiente presentando bajo rendimiento,
asi como también cuando el disolvente se encuentra al 100%, el maximo se
alcanza cuando el disolvente se encuentra al 50% con respecto al agua y
tiende a disminuir poco a poco cuando la cantidad de disolvente es mayor que
el del agua. Sin embargo, no hay diferencias significativas, entre 50 y 80% en

todos los casos.

Se ha encontrado que las extracciones de antocianinas en la pulpa de la uva
son 20 % mas efectivas con metanol que con etanol y 73% mas efectivas que
s6lo con agua (Metivier y Clydesdale, 1980) Sin embargo, en este caso tanto

con etanol y metanol no presentan diferencia significativa.

Lopez et al, 2008, realizaron la extraccion de antocianinas en 18 cepas de
maices que van del maiz blanco hasta el negro con etanol al 80% lo que
encontraron fue que el contenido de antocianinas va del intervalo de 0.01mg a
8.60mg de antocianinas/g de muestra, mientras que en el maiz de este trabajo

presenta un promedio del 2.5mg/g encontrandose dentro del parametro.
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Tldnde et al, 2008 realizaron un trabajo en residuos de uva con acetona como
disolvente a 50, 70 y 100%, lo que encontraron fue que la mejor extraccion se
llevaba a cabo a 50% y esta disminuia cuando llegaba al 100% por lo que
presenta la misma tendencia que en el presente trabajo, la cantidad de
antocianinas que se extrajeron con 50% de acetona y 20° C fueron 0.74mg/g
de muestra, en este caso el salvado de maiz a estas condiciones se lograron
extraer 2.64mg/g de muestra, presentando una mayor cantidad de antocianinas
que en la cascara de uva. Lu y Foo, 2001 explican que en los extractos de
antocianinas de acetona no se identifican, debido a que hay un cambio
estructural de la molécula, formando piranoantocianinas a través de una

oxidacion mediada por la acetona.

De acuerdo a estos resultados obtenidos y con el fin de optimizar tiempo y
costo de extraccion se ha decidido usar etanol al 80% como disolvente a
emplear en las siguientes extracciones por su baja toxicidad en alimentos y por

su facil evaporacién y recuperacion con respecto al agua.

3.2.5 Extracciones con diferentes acidos organicos

A continuacidn se presentan los resultados de las extracciones con los
diferentes acidos organicos, estos se usaron con el fin de emplear acidos
naturales para darle un valor agregado al extracto; las extracciones se llevaron
a cabo con los disolventes, etanol al 80% y como referencia metanol al 80% y
agua, cada uno de ellos acidificados al 1%. Las antocianinas totales se han
expresado como mg de antocianinas/g de muestra, al realizarse por triplicado

sélo se presenta el promedio y la desviacion estandar de cada tratamiento.
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Graéfica 7. Extracciones con acidos organicos en etanol
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Graéfica 8. Extracciones con acidos organicos en metanol

43



EXTRACCIONES CON AGUA
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Grafica 9. Extracciones con acidos organicos en agua

De acuerdo al analisis de varianza se encontré diferencia significativa entre el
acido aceético con los deméas acidos en todos los casos, en cambio, el succinico
presentd diferencia significativa con el lactico, citrico y tartarico cuando se
extraen con metanol y agua pero no con etanol. Sin embargo, una vez mas se
encuentra diferencia entre la extraccion con agua, dando los rendimientos mas

bajos.

Si bien se tiene que el pka de los acidos lactico, citrico y tartarico presentan
valores de 3.86, 3.08 y 3.03 respectivamente, en cambio los del acido acético y
succinico son 4.75 y 4.20; los primeros han extraido mayor cantidad de
antocianinas en los disolventes mas polares como lo son el agua y metanol,
mientras que en el etanol el que ha extraido mayor cantidad ha sido el acético
que presenta un pka mayor a los demas, por lo que esto indica una relacion
directa entre la fuerza de disociacion de los acidos débiles con la polaridad de

los disolventes.

Yang et al, 2007 en una investigacion sobre extraccion de antocianinas en un
analisis factorial utilizando los acidos citrico y acético al 0,25; 0,50 y 1% (v/v) en
medio etandlico y metandlico al 80, 90 y 100% (v/v) se encontré antocianinas
entre 0,78 y 5,90 mg/g coronta, por lo que los valores encontrados en el

presente trabajo se encuentra dentro del intervalo.
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Para extracciones posteriores se hara uso del acido lactico, ya que el uso de
acido acético deja residuos de olor y sabor caracteristicos de éste y al
emplearse a un alimento le conferiran caracteristicas indeseables
sensorialmente; en cuanto al acido lactico permite una mejor aplicacion y
dispersion ya que se encuentra en forma liquida, su disponibilidad y costo son

mas accesibles en comparacion a otros acidos.

Sin embargo, el acido a emplear tendra que ser compatible con el alimento al
gue se desea aplicar, es decir si se trata de un lacteo el acido lactico es una
buena opcion, si se usa en alguna bebida, el citrico o tartarico sera la opcién
dependiendo de la fruta de la que esté elaborada la bebida y asi

sucesivamente.

3.2.6 Cuantificacion y comparacion de Antocianinas métodos de pH diferencial
y HPLC

Se cuantificé antocianinas a los extractos obtenidos anteriormente con los
diferentes disolventes y acidos organicos, por el método de cromatografia
liguida de alta eficiencia (HPLC), usando como estandar a la cianidina 3-
glucésido, los resultados (Tabla 5) se expresan en mg de antocianinas/g de
muestra y se hace una comparacion de los diferentes métodos de

cuantificacion de antocianinas.

Tabla 5. Cuantificacion de Antocianinas por HPLC y pH diferencial

(mg de antocianinas/g de muestra)

Método | HPLC pH O

Disolvente Diferencial
Etanol/Acético 2.5056 2.5618 0.0562
Metanol/Acético | 2.4356 2.4803 0.0447
Acetona/Acético 1.5836 2.1123 0.5287
Isopropanol/Acético | 1.0292 1.6110 0.5818
Etanol/Lactico 1.8043 1.8898 0.0855
Etanol/Citrico 1.6584 2.0948 0.4364
Etanol/Tartarico 2.2518 2.2768 0.0250
Etanol/Succinico | 2.0456 2.1614 0.1158
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Se cuantificé antocianinas por el método de pH diferencial y por el método de
HPLC, de acuerdo a los resultados de la tabla 5 y al andlisis estadistico
empleado indican que no existe diferencia estadistica entre ambos métodos.

Sin embargo, la sensibilidad de cada método es diferente, encontrando que la
cromatografia liquida detecta diferentes sefiales en un amplio intervalo de
absorbancia, identificando las diferentes antocianinas presentes en un extracto
con la ayuda de compuestos de referencia, mientras que para pH diferencial,
permite cuantificar las antocianinas totales sin poder discriminar entre ellas y

cuantificando su absorcion espectral.

Para cuantificar los extractos obtenidos con disolventes y acidos organicos se
ha usado como estandar de referencia la cianidina 3-glucosido y para identificar
el perfil

de antocianinas presentes en los extractos de salvado, los

cromatogramas obtenidos se han comparado con el de la Figura 7.
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Figura 7. Cromatograma HPLC a 520nm de extracto de olote de maiz. Escribano-
Bailon et al, 2004
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Se presentan los cromatogramas en las Figuras 8 y 9, donde se muestran que
los extractos obtenidos coinciden entre ellos, por lo que eso significa que el
perfil de antocianinas y concentracion es similar independientemente del
disolvente y el 4cido que se usan para su extraccién. De acuerdo a la figura 7
y 10 que son cromatogramas de referencia y el estdndar de cianidina-3-
glucosido se encuentra que hay en mayor cantidad la cianidina-3-(6malonil)-

glucosido, seguido de la cianidina-3-glucésido en cada uno de los extractos.

En un estudio realizado para caracterizacion de antocianinas de maices,
Cuevas et al, 2008 identificaron dos antocianinas mayoritarias en todas las
variedades de maiz morado estudiadas, independientemente de su origen:
cianidina-3-glucésido 42,5%, y cianidina-3-(6"malonil)-glucésido 30,7%. Las
cuales fueron encontradas mayoritariamente en el presente trabajo, sin
embargo en mayor proporcion se encontrd la cianidina-3-(6"malonil)-glucosido,

de acuerdo a las sefiales obtenidas en los cromatogramas.

Hiromitsu et al, 2002 realizaron un estudio en maiz morado Peruano, se llevo a
cabo analisis por HPLC, HSCCC, H y C NMR lo que arrojé los datos de que un
73.3% de compuestos encontrados son derivados de la cianidina, donde el 44.
2% es la cianidina-3-glucésido y el 23.2% corresponde a la cinianidina 3-6-
malonil-glucésico, el resto de los compuestos es el 9.3% de derivados de
pelargonidina y el 17.5% son derivados de peonidina.
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Escribano et al, 2004 realizaron un estudio y analizaron un maiz comercial y se
encontré6 que en mayor proporcion hay la cianidina-3-glucésido con 54.3%
seguido de la peonidina 14.7% vy la cianinidina3-6-malonil-glucésido 11.6% de

abundancia.

Se sabe que las antocianinas son mas estables en cuanto mayor numero de
metoxilos tenga en el anillo fendlico asi como la glucosilacion y acilacion de los
azucares; siendo mas estables los diglucosidos que sus respectivos
monoglucosidos. Por lo tanto el extracto obtenido del salvado de maiz del
presente trabajo no es un colorante potencial, a menos que su aplicacion sea
en matrices acidas; sin embargo el extracto tiene un alto potencial como

antioxidante.
3.2.7 Cuantificacion de polifenoles y relacion con las antocianinas totales

Se realizé una medicion de polifenoles totales a los extractos obtenidos con
los diferentes disolventes y acidos empleados; usando una curva patrén con
acido tanico y se hizo una comparacion (Grafica 10) y relacién con las

antocianinas extraidas.

Polifenoles totales y Antocianinas totales
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* Los polifenoles totales y antocianinas totales se presentan en mg/g de muestra

Grafica 10. Comparacion y relacion entre polifenoles y antocianinas
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Como se observa en la Grafica 10, se tiene que con el isopropanol se obtiene
en promedio una mayor extraccion de polifenoles 8.6358mg/g, al igual que al
realizar las extracciones con etanol-acido lactico 6.1297mg/g, esto indica que
el extracto obtenido se encuentra enriquecido con polifenoles de diversos tipos
y se logra su obtencidon dependiendo de su naturaleza, su disponibilidad y su
solubilidad en las diferentes condiciones. Por lo que se observa (Gréfica 10) las
antocianinas extraidas en estas condiciones, van del 20 al 50% con respecto a

los polifenoles.

Gorriti et al, 2009 presentaron en su estudio el contenido de fenoles totales en
corontas de maiz morado que van desde 23.426mg/g con las condiciones de
25 °C y 30 minutos y 76.945mg/g para 90°C y 240 minutos. Sin embargo, el
contenido de fenoles en este estudio es menor al minimo, esto se puede deber
principalmente a la muestra, ya que debido al método de preparacion inicial,
ésta presenta cierta cantidad de almidén, lo que disminuye el rendimiento de
los demés compuestos. Asi como también es importante realizar las

extracciones a mayor temperatura y tiempo como lo indica la literatura.

Lépez et al, 2008 realizaron un estudio sobre 18 variedades de maices
mexicanos y determinaron cantidad de compuestos fendlicos totales, libres y
ligados. Sin embargo, para los fines de este estudio, se enfocara a los fenoles
totales; el intervalo va desde los 0.17-34mg/g encontrando que el maiz morado
esta entre 4.65 - 34mg/g vy el rojo presenta de 2.83 - 6.17mg/g lo cual indica
que los resultados obtenidos en el presente trabajo estan dentro de los

parametros.

El maiz (Zea mays) contiene mas fenoles totales y mayor poder antioxidante
que cereales como trigo, arroz y avena (Adom y Liu, 2002). El principal fenol es
el acido ferdlico, que representa alrededor de 85 % de los fenoles totales y se
concentra en el pericarpio del grano en forma libre o esterificada a las
heteroxilanas que constituyen la hemicelulosa de la pared celular (De la
Parra et al, 2007).
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3.3 ETAPAIII

Con los resultados obtenidos en la etapa Il, donde la extraccion se llevara a
cabo en una hora con extraccion multiple, la relacion muestra disolvente es de
1:10, usando como disolvente etanol al 80% con acido lactico al 1%, se realizo
a mayor escala y se procedié a preparar colorantes liquidos y sélidos con tres
vehiculos diferentes.
3.3.1 Rendimientos de escala preparativa

Se pesaron 500g de salvado de maiz y se realizo la extraccion. Se cuantificd
antocianinas totales por pH diferencial, se evapor6 el disolvente y se procedi6 a
liofilizar, hasta obtener el extracto rico en antocianinas, en la tabla 6 se
muestran los datos del rendimiento obtenido.

Tabla 6. Rendimiento de escala preparativa

Compo ente Rendimiento por Kg de
maiz
Salvado 25¢
Extracto 2.68g
liofilizado
Antocianinas 14.74mg

De acuerdo a un proceso industrial para la obtencion de harina cruda de maiz,
se tiene que el 25% es de cascara y germen el cual corresponde al salvado,
siendo de igual forma lo que se obtuvo de manera manual. (Tecnologias
limpias, 2004)

Sin embargo, Salinas et al, 2005 obtuvieron como rendimientos de la fraccién
pericarpio- capa de aleurona de cuatro variedades de maices un porcentaje
entre 40.2 y 55.1% esta diferencia se puede deber a que la obtencion de estas
fracciones fueron por medio de una perladora de cebada, la cual garantiza una

mayor separacion de las capas y eliminacion del almidén.

En cuanto a los extractos puros para su aplicacion en yogurt, se cuantificé de
1352mg a 2594mg/ kg de muestra, lo cual esta muy lejos de lo obtenido en el
presente trabajo. Esto se puede deber al tipo de maiz, maduracién asi como el

clima en el que ha crecido
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3.3.2 Medicion de color a colorante en polvo y liquido

A continuacion se presentan los resultados (tabla 7) de color obtenidos de los
colorantes liquidos y sélidos elaborados con el extracto de antocianinas; el cual
tiene una consistencia viscosa, después de ser liofilizado éste se encuentra en
forma de pasta, por lo cual es necesario emplear compuestos en polvo como

vehiculos, los cuales fueron amaranto, dextrina e inulina.

Para la elaboracion de los colorantes sdlidos, se peso la cantidad de extracto
liofilizado para tener la cantidad de 4.5mg de antocianinas mientras que para
los colorantes liquidos, se pesoé la cantidad de colorante sélido que aportara
1.1mg de antocianinas.

Tabla 7. Medicién de color en colorantes

Concentracion

De
antocianinas

(%) L*(D65) DS a*(D65) DS | b*(D65) DS
Liguidos 0.002 Amaranto 101.29 |0.32| 2.15 |[0.01| 0.18 |0.45
0.002 Dextrina 100.72 |0.35| 2.77 |0.32| 1.06 |0.04
0.002 Inulina 101.15|0.18| 2.87 |0.03| 0.15 |0.02
Soélidos 0.06 Amaranto 51.46 |0.23| 3295 |0.23| 6.15 |0.08
0.06 Dextrina 54,33 |1.02| 30.35 | 0.28 | 10.76 | 0.51
0.06 Inulina 65.87 |0.31| 34.25 |{0.32| 1.85 |0.22

Es importante destacar que no se realizaran comparaciones de los
resultados entre colorantes liquidos y sélidos ya que no presentan la misma
concentracion de antocianinas, pues los colorantes liquidos estan hechos a
partir del sélido. Sin embargo entre ellos si tienen la misma concentracion,
cabe aclarar que para poder obtener un colorante sélido manejable, el cual no
se debe apelmazar se utilizé diferentes proporciones de los vehiculos, ya que

cada uno de ellos tenia diferentes caracteristicas.

Se observa en la tabla 7, que para los colorantes liquidos, los tres
presentan la misma luminosidad, para el parametro a* todos tienden al positivo
gue es el rojo, y no se enconté diferencia significativa entre ambos parametros.
Para el parametro b* también se muestra el la regidn positiva, que corresponde

al amarillo sin embargo, estos valores son mas bajos con respecto al rojo,
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cabe mencionar que en dextrina presenta diferencia estadistica con respecto a
las otras dos muestras, mostrando el valor mas alto, esto se puede deber a que
la dextrina que se utilizé para la elaboracion del colorante presentaba color
amarillo que es lo que detectd el colorimetro, por el contrario el amaranto
también presentaba una tonalidad ligeramente amarilla, pero en este caso no

fue percibida.

Seria importante realizar las mediciones de colorantes liquidos hechos a
partir del extracto liofilizado, ya que las tonalidades que se han obtenido, no
permiten ser aplicados a algun alimento porque no se detecta coloracion, por la

baja concentracion de antocianinas.

Para los colorantes solidos se tiene que la luminosidad del colorante de
inulina es diferente estadisticamente, esto se debe a que las caracteristicas de
la inulina son distintas a la de las otras dos, presentando un mayor brillo en el
colorante, para los parametros que tienden al color rojo son iguales, en cambio
para el parametro que tiende al amarillo todos son diferentes estadisticamente,
siendo la dextrina quien presenta el valor mas alto debido al color inicial del

vehiculo.

Es importante destacar que para hacer usos de estos vehiculos se debe
tomar en cuenta para qué alimento seran utilizados, ya que dependiendo los
componentes de la matriz debera ser compatible, ya que tanto la inulina como
la dextrina son solubles en agua, en cambio el amaranto presenta particulas

gue no son solubles.

Otro punto a destacar es el costo y volumen del vehiculo, ya que para
realizar el mismo colorante se utiliza menos cantidad de amaranto, en
proporcién 1:2, mientras que para dextrina es 1:7 e inulina es 1:20, siendo este
altimo el que tiende a apelmazarse con mayor facilidad por ser higroscopico, en
cambio el amaranto puede durar mucho mas tiempo, sin que este deje de ser

un polvo.
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3.4 ETAPA IV

Obteniendo el extracto liofilizado y los colorantes con vehiculos, se procedié a

la aplicacion en diferentes matrices alimenticias.
3.4.1 Bebidas

Para elaboracion de las bebidas se empleo directamente del extracto liofilizado
del salvado de maiz, al igual que un extracto de hojas de maiz obtenido en el
laboratorio, se prepararon soluciones de estandares de Altecsa a la misma
fuerza aparente (determinada espectrofotométricamente con anterioridad en el
laboratorio DNP-Altecsa), posteriormente se igualaron visualmente las

muestras de salvado y hojas de maiz.

Los espectros (Figuras 11-13) de las bebidas elaboradas con los extractos de
salvado, y como comparativos el de hojas de maiz elaborado en el laboratorio y
black carrot del grupo Altecsa, se presentan con el promedio de ambas
pasteurizaciones para compararlos con el de su correspondiente testigo sin

pasteurizar; asi como su L*a* b*.

Standard: SALYADOT T=0/ Trial 1: PROMEDIO SALVADO T=0 Standard: SALVADOT T=0// Trial 1 PROMEDIO SALYADO T=0//
sc}mnna:ns;mce & SCIM00  CIE L*a™* Full Scale = 3.2
400 03380 0.3382 0001 D65 - 10°

10 02546 0.3483 0006 :

20 03882 03776 0011 Std  Trial 1 i 4
30 0423 04102 0013 L* 7063 7114 +h +L

10 04554 04406 0015

5004912 04740 0017 a* 5456 53.67

50 05535 05331 0070 H

7006480 06229 0025 T b* 1588 14.99

80 07307 07506 0030 C* 56.82 55.72

90 09187 0.9816 0037 o

500 10458 10026 -0.043 ) h* 16.23 15.60 -
1011232 1.0775 D046 Salvado de maiz

20 11124 10688 0044 5

30 10081 0.9892 0037 Al 051 i +
4008138 07865 -0 077 650 sat -0.89|2 b

50 05867 05695 0017 v : s
50 03837 03736 0010 Ab -0.89

70 02404 02349 0006 . e

80 01502 01470 0003 /-\C_ 1.10

50 0,095 0.0936 -0002 AH" -0.62

500 110625 0.0613 001 -5
10 00418 00412 0001 555

20 00286 0.0283 000D A E*ab 1.36

30 00203 0.0203 00000

10 00152 00151 0000

50 08117 0.0122 00005

60 0.0088 0.0101 0.0003 PASS/ WARN

70 00083 0.0087 00004 FAIL b AL

50 0.0074 0.0076 6.090¢

%0 00065 0.0071 00006 N ; -
700 0.0058 00064 00006 400 500 800 700 % App. Str. 96.47

Figura 11. Espectros de bebidas con colorante de salvado de maiz
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Figura 12. Espectros de bebidas con colorante de hojas de maiz

Standard: 9027 T=01/ Trial 1: PROMEDIO ESTANDAR 902 T=0/ Standard: 907T T=0/f Trial 1: PROMEDIO ESTANDAR 902 T=0/
SCHO0 Absark

S T s s SCI100 CIE L*a*b* Full Scale = 3.2
400 03250 03226 0007 D65 - 10°

10 03285 0.3267 -0.002 .

20 03433 0.3415 -0.002 Std  Trial 1 - L"_
30 03611 0.3584 -0.002 * +| +
4003790 03771 <0002 L* 7236 72.53

50 03912 0.3884 -0.007 a* 4065 40.70

6004047 0.4024 <0002 "

70 04252 0.4231 -0.002 0 b 532 541

80 0.4631 0.4614 -0.002 C* 41.00 41.05

80 05134 05118 -0001
500 05751 05734 0002 h* 748 758 -
10 06321 06301 -0.002

201669 06683 <0002

30 06780 06762 -0.002 A L* 017 a* 'a*

40 06375 06354 -0.002 400 o - 2

50 05409 05382 -0.003 Black carrot & a* 0.05 4= +
5004122 0.4088 -0.003 Ay’ 0.09

70 02975 0.2840 -0.003 "

8002143 02108 0003 AC 0.06

8001575 0.1540 -0.003 AH* 0.08
600 01170 01142 0003

10 00875 0.0850 -0.002 59

20 00657 00633 <0002 A E*ab 0.20

30 00485 00480 0007

4000388 00374 <0001

5000314 00301 0001

60 00262 0.0251 -0001 PASS PASS

70 00226 0.024 -0.001 FAIL b L*
81 00183 L0185 -0.001 ) )

s oo a0 S0 | — S — |
700 00148 00138 -0.001 400 500 500 0 % App. Str. 99.37

Figura 13. Espectros de bebidas con colorante de Black carrot (Altecsa)

Degradacion de color

M Inicial MW Tratamiento
100 994 100

100
100 - 96.5 96.8

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 ~

% De color

Black carrot Salvado Hojas

Gréfica 11. Degradacion de color de bebidas después de tratamiento
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De acuerdo a lo que se tiene en las figuras 11-13, se puede observar en los
espectros la degradacion del color fue minima para todas las muestras, de tal
forma que el cambio en la tonalidad no fue significativo y por lo tanto el equipo
no encuentra diferencia entre las tonalidades de las muestras una vez
pasteurizadas con su respectivo testigo sin pasteurizar. Lo anterior es mas
evidente en la grafica 11.

Con base en el porcentaje de la fuerza aparente inicial, que es el que depende
de la longitud de onda que refleja, y la onda del pigmento que colorea la
superficie de la bebida se construyeron los graficos 12 y 13 de % Fuerza
aparente residual.
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Gréfica 12. % de Fuerza aparente residual en muestras pasteurizadas
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Gréfica 13. % de Fuerza aparente residual en muestras sin pasteurizar
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Las muestras envasadas se sometieron a iluminacion solar y se evaluaron

espectrofotométricamente a distintos tiempos para conocer que tan estables

son.
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Grafica 14. Degradacion de color con exposicion a luz solar

Se encontro que para la elaboracion de bebidas, se necesita 3 veces mas de
extracto de salvado con relacién al estandar de black carrot. Esto ya implica
una desventaja sobre el colorante en estudio, debido a que la cantidad
necesaria para poder igualar una bebida comercial sera alta, lo que implica un

alto costo en materias primas.

De acuerdo a las gréaficas 11, se observa que el % de color que se perdio en la
bebida después del tratamiento es menor al 5%, mientras que en las gréaficas
12 y 13 se tiene que los colorantes en las bebidas presentan la misma
tendencia que el que no fue sometido a pasteurizacion. Por lo que esto indica
gue no existe una muestra que presente una disminucion significativa en la
degradacion del color, siendo esto favorable ya que se obtuvo un colorante
gue puede ser sometido a altas temperaturas como es la pasteurizacion, sin
presentar una degradacion aparente.

Se someti6 a la irradiacion solar la muestra testigo y una muestra
pasteurizada, fueron evaluadas espectrofotométricamente a varios tiempos. La
curva de degradacion (grafica 14) se puede observar que para todos los casos

es muy similar, lo que denota una estabilidad igual en las muestras.
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Elizondo et al, 2004 realizaron un trabajo donde determinaron la estabilidad de
un colorante de maiz morado mediante la aplicacion en bebidas hidratantes, lo
gue encontraron fue que en 15 dias el color se redujo sélo un 20% también se
encontrd6 que no hubo diferencia significativa tanto a temperatura ambiente
como a 10°C. Sin embargo, si estas no tenian acido citrico el color se degrada
hasta el 70%. Por lo que los resultados obtenidos son similares a lo que se
obtuvo en el presente trabajo. Es importante tomar en cuenta que la matriz en

la que se debe emplear el colorante debe ser un medio acido.

3.4.2 Yogqurt

Los colorantes sdlidos se aplicaron en yogurt natural (figura 14), pesando la
misma cantidad y dispersandolo hasta obtener un color homogéneo. Se
procedioé a una evaluacion visual con consumidores, tomando como referencia

un yogurt de fresa comercial (figura 15).

Figura 14. Yogurt con inulina, amaranto y dextrina respectivamente.

Figura 15. Yogurt comercial

59



Color en Yogurt
1

=== Amaranto

== [extrina

Inulina

= Referencia

Grafica 15. Percepcion de color en consumidores

De acuerdo al andlisis estadistico realizado, se encontré que si hay diferencia
significativa entre cada uno de los colorantes con respecto a lo que observaron
los consumidores, cabe sefalar que entre jueces no hubo diferencia

significativa, lo cual indica que la prueba tiene validez.

Wallace et al, 2008 realizaron un estudio, donde determinaron el color y
estabilidad en yogurt con antocianinas provenientes de berberis boliviana. Y se
encontré que el color es muy estable, siendo similar a colorantes sintéticos de
yogurt de blueberry, asi como al purple carrot el cual es un colorante natural.
También se encontré6 que después de dos semanas no hubo pérdida de

polifenoles, con lo cual se obtiene un yogurt rico en grupos fendlicos.

Si lo que se busca es igualar el color del yogurt comercial, el colorante con
inulina es el que presenta un tono similar. Sin embargo, se podria cambiar la
concentracion de cada uno de ellos, cabe sefalar que en el mercado existen
diferentes marcas y diferentes tonalidades, lo cual permite implementar cada
uno de ellos de acuerdo a las especificaciones del producto y necesidades del

consumidor.

Otro aspecto a tomar en cuenta es que cada uno de los colorantes pudo
integrarse homogéneamente en el yogurt, perdurando el color debido a que

este es un alimento acido y de consumo rapido.
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3.4.3 Tortillas

Para la elaboracion de tortillas, fue necesario aplicar los colorantes sélidos a la
harina de maiz nixtamalizada (figura 16) para homogeneizar, posteriormente se

hidraté la harina y se elabor6 la masa.

Figura 16. Harinas de maiz nixtamalizado con colorantes

En la figura 16 se observar las tres harinas de maiz nixtamalizado, cada una
con diferente colorante; al hidratar las harinas y hacer la masa, se observé que
los colorantes se atenuaron hasta desaparecer, esto debido a que es un medio
alcalino, lo cual provocaba que las antocianinas estén en forma de chalcona,

las cuales son incoloras e inestables.

Es por eso que no se pudo realizar la elaboracion de tortillas, otra causa puede
ser que la harina empleada tenga una gran cantidad de hidroxido de calcio, por
lo que se probaron los colorantes directamente con la masa, la cual ya tiene

una menor cantidad de cal.

Figura 17. Tortillas elaboradas a partir de masa comercial.
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En este caso el color en la masa fue muy tenue, después de realizar las tortillas
y cocerlas el color incremento ligeramente, sin embargo después de 20 min de
su elaboracion el color desaparecio totalmente, (figura 17) tomando en cuenta
que a pesar de que las tortillas son un alimento de consumo rapido, el color no
perdura el tiempo necesario desde que son elaboradas hasta que llega a la
mesa del consumidor. Es por eso que se ha descalificado el uso de los
colorantes obtenidos en este producto.
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CONCLUSIONES

Se logro obtener el salvado de maiz el cual fue la fuente de obtencion de
antocianinas, se redujo el tiempo a 1 hora con extraccion multiple, también se
disminuy6 la cantidad de disolvente para la extraccidbn de antocianinas, se
comprobd que a diferentes concentraciones de disolventes los rendimientos
son variables, donde al 100% se presentan los mas bajos y los mejores son al
50 y 80% sin mostrar diferencia significativa. Sin embargo, la concentracion de
disolvente para obtener el mejor rendimiento y facil recuperacion de estos fue,

80% de etanol y 20% de agua.

Se comprob6 que pueden ser usados diferentes acidos organicos, siendo
importante tomar en cuenta que para obtener altos rendimientos es necesario
combinar el pka del acido en cuestion con la polaridad del disolvente, es decir
gue a mayor fuerza de disociacion se deberd emplear un disolvente con mayor
polaridad. Sin embargo, se debe usar el 4&cido mas adecuado dependiendo de

la naturaleza de cada alimento.

Se obtuvo un extracto rico en cianidina-3-glucosido y cianidina-3-(6malonil)-
glucésido asi como en polifenoles, dando un gran aporte de compuestos

antioxidantes.

Con respecto al rendimiento, se obtuvo un 2.68% de extracto, mientras que de
antocianinas 14.74mg/kg de maiz el cual es bajo comparado con otras fuentes

de antocianinas.

El uso de los vehiculos es factible para poder mantener a las antocianinas en
mejores condiciones y su facil aplicacion, puesto que el extracto obtenido se
presenta en forma de pasta; el amaranto es el vehiculo que necesita menor
cantidad de aplicacion al extracto para obtener un colorante con mejor
manejabilidad y homogeneizacion del color, asi como mantiene el colorante por
mucho mas tiempo libre de humedad. Sin embargo no se puede usar en

alimentos liquidos ya que no se logra solubilizar en su totalidad.

Se logro la aplicacion de los colorantes solidos y del extracto en alimentos que
presentan un pH acido, como las bebidas y el yogurt, dando un color

homogéneo y estable, pudiendo obtener diferentes tonalidades con diferentes
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concentraciones del colorante, sin embargo es necesario emplear gran
cantidad del extracto para obtener una bebida similar a la comercial, lo cual
genera un alto costo de materias primas, pero se comprobd que es estable al
ser sometido a altas temperaturas en un corto tiempo como es la

pasteurizacion.

En el caso de las tortillas no se logré emplear el colorante, debido al pH

alcalino de la masa/harina para su elaboracion.
RECOMENDACIONES

Es importante sefalar que por el método de obtencién del salvado, este
acarrea gran cantidad de azlcares que pueden interferir en la extraccion de las
antocianinas, pero éstas también fungen como soporte en los colorantes, seria
importante que se realizara un tratamiento enzimatico para poder disminuir la

cantidad de azuUcares.

Otro aspecto importante son los residuos del salvado que se ha usado, ya que
después del tratamiento de extraccion, sigue persistiendo coloracion, lo que
indica que aun presenta antocianinas, las cuales deben ser extraias con otro

tratamiento enzimatico para poder aprovechar la fuente.
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