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RESUMEN GENERAL
Separacion de compuestos bioactivos de subproductos del
procesamiento de maiz

El maiz (Zea mays L.) es diverso en variedades y genotipos. Entre ellos estan los
llamados maices pigmentados, con tonalidades rojas, azules o moradas en la
mazorca originado por la presencia de antocianinas. El olote es un residuo
agricola que se genera cuando se separa el grano de la mazorca y se usa
comunmente para alimento de ganado, abono y como material de combustion.
Sin embargo, se puede aprovechar como fuente de antocianinas para usarlas en
matrices alimenticias. El objetivo del trabajo fue cuantificar compuestos
bioactivos presentes en olote de maiz morado cosechado en Juchitepec, Estado
de México. Se caracterizaron cuatro poblaciones de maiz morado: Negro de
Ixtenco (P5), Negro de Ixtenco x Negro de Peru (P6), Azul x Negro de Ixtenco
(colecta 7247B; P7) y Azul x Negro de Ixtenco (colecta 7246B; P8). Se realizé
extraccion convencional con metanol 80% mas 1% de acido trifluoroacético
(TFA). También, se emprendié extraccion acuosa en dos fases, a través de la
construccion y uso de un diagrama binodal con etanol grado 96, citrato de sodio
(40%) y acido citrico (40%), para explorar condiciones adecuadas de separacion.
Los resultados indicaron que las poblaciones P5 y P6 tuvieron mayor
concentracion (base seca) de antocianinas (1678.8 + 6.1 y 1651.8 = 11.7 mg
ECy/100 g), fenoles (4678.1 £ 149.0 y 4740.1 + 170.8 mg EAF/100 g), azucares
totales (10917.4 + 140.7 y 8654.1 + 64.6 mg EG/100 g) y flavonoides (5781.7 *
81.8 y P6 6238.8 + 119.6 mg EQ/100 g, respectivamente). Con base en un
sistema con 8.25% de citrato de sodio, 2.75% de acido citrico y 49.0% de etanol,
se extrajeron fases superiores de los sistemas ATPE, a partir de las poblaciones
P5y P6, con contenido total de antocianinas de 0.26 + 0.00 y 0.31 £ 0.00 mg ECy
/mL, de fenoles de 3.91 £ 0.01 y 4.02 £ 0.02 mg EAF/mL, proantocianidinas de
42.49 + 0.24 y 53.76 £ 0.60 mg EC/mL, de flavonoides de 6.55 £ 0.20y 7.51 +
0.30 mg EQ/mL y de azucares totales de 10.26 £ 0.17 y 10.54 £ 0.03 mg EG/mL,
respectivamente. Se realizaron pruebas de pigmentacion en yogur y tamales
dulces, con lo que se demostré que las antocianinas del olote de maiz pueden
ser una alternativa para sustituir colorantes artificiales.

Palabras clave: Zea mays L., antocianinas, compuestos bioactivos, olote
morado, sistemas acuosos bifasicos.

Tesis de Maestria en Ciencias, Maestria en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria, Universidad
Auténoma Chapingo.

Autor: Abigail Lopez Herrera.

Director de tesis: Dr. Salvador Valle Guadarrama.
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GENERAL ABSTRACT

Separation of bioactive compounds from corn processing by-products

Corn (Zea mays L.) is diverse in varieties and genotypes, and among them the
so-called pigmented corns are distinguished, which exhibit red, blue or purple
hues in the cob, which is caused by the presence of anthocyanins. The olote is
the part that remains of the cob after removing the grain and constitutes a residue
that is used for livestock feed, fertilizer and as a combustion material, but it can
also be used as a source of anthocyanins, which can be used in food matrices.
The objective of this work was to quantify the bioactive compounds present in
purple corn harvested in Juchitepec, State of Mexico. Four populations of purple
corn were characterized: Negro de Ixtenco (P5), Negro de Ixtenco x Negro de
Peru (P6), Azul x Negro de Ixtenco (collection 7247B; P7), and Azul x Negro de
Ixtenco (collection 7246B; P8). A conventional extraction was performed with 80%
methanol plus 1% trifluoroacetic acid (TFA). Also, aqueous two-phase extraction
(ATPE) was applied, through the construction and use of a binodal diagram with
96-grade ethanol, sodium citrate (40%), and citric acid (40%), to explore suitable
separation conditions. The results indicated that populations P5 and P6 had
higher concentrations (dry basis) of anthocyanins (1678.8 + 6.1 and 1651.8 £ 11.7
mg ECy/100 g), phenols (4678.1 £ 149.0 and 4740.1 £ 170.8 mg EAF/100 g), total
sugars (10917.4 £ 140.7 and 8654.1 + 64.6 mg EG/100 g), and flavonoids (5781.7
1+ 81.8 and 6238.8 £ 119.6 mg EQ/100 g, respectively). With an ATPE system with
a composition of 8.25% sodium citrate, 2.75% citric acid, and 49.0% ethanol,
extracts were obtained from upper phases of ATPE systems based on P5 and P6
populations, with total content of anthocyanins of 0.26 + 0.00 and 0.31 £ 0.00 mg
ECy /mL, phenols of 3.91 £ 0.01 and 4.02 £ 0.02 mg EAF/mL, proanthocyanidins
of 42.49 £ 0.24 and 53.76 + 0.60 mg EC/mL, flavonoids of 6.55 + 0.20y 7.51
0.30 mg EQ/mL and total sugars of 10.26 + .17 and 10.54 + 0.03 mg EG/mL
respectively. Pigmentation tests were performed on yogurt and sweet tamales,
which demonstrated that anthocyanins from olote can be an alternative to replace
artificial coloring.

Key words: Zea mays L., anthocyanins, bioactive compounds, biphasic
aqueous systems, purple corncob.

Thesis of Master Science, Program of Agro-Food Science and Technology, Universidad Auténoma
Chapingo.

Author: Abigail L6pez Herrera.

Thesis Director: Salvador Valle Guadarrama, Dr.
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1. INTRODUCCION GENERAL

Los residuos agricolas (residuos de cultivos o desechos de cosecha) se producen
durante la cosecha y consisten en una gran cantidad de materiales a base de
carbono (Ginni et al., 2021). En México, la cantidad anual de esquilmos oscila
alrededor de 45 millones de toneladas de materia seca para los diez principales
cultivos (maiz, sorgo, trigo, frijol, arroz, cebada, soya, algodén, cartamo y
ajonjoli). Sin embargo, el rastrojo y olote de maiz representan 25.5 millones de
toneladas por cada 21.4 millones de toneladas de grano (SAGARPA, 2015). Entre
ellos, se generan cascarillas (8.4%), hojas (18.5%), tallos (57.8%) y olote
(12.2%), todos ellos estructural y morfolégicamente distintos (Zou et al., 2021;
Wojcieszak et al., 2022; Castorina et al., 2023).

El uso de los desechos agricolas en los ultimos afios se esta investigando para
su valorizacion a través de procedimientos biotecnoldgicos, con el fin de lograr la
sostenibilidad ambiental, el valor agregado de los desechos y la promocién de
avances en la economia bio y circular (Elegbede et al, 2021; Wang et al., 2024).
Ademas de representar una alternativa para la obtencién de fibras para su uso
en la industria alimentaria (desarrollo de alimentos e ingredientes), farmacéutica
y textil, principalmente, las partes del olote (medula y anillo) (Bonifaz-Delgado et
al., 2023; Rolandelli et al., 2023) constituyen opciones de aprovechamiento que

puede redituar en forma econdémica en diversas industrias.

El olote es un tejido esponjoso y de color variado que constituye un residuo del
proceso de desgranado (Valdivieso, 2020; Lozano-Salas et al., 2025). Su
estructura consta de tres secciones; médula, anillo lefioso y paja (gluma), las
cuales poseen caracteristicas diferentes en cuanto a forma, estructura y
densidad, compuestos principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina. La

médula esta compuesta por tejido poroso que le proporciona mayor capacidad



de carga manteniendo una baja densidad. El anillo lefioso es una estructura
tubular hueca compuesta principalmente por celulosa y unida por lignina, lo cual
le da la caracteristica dureza a la estructura. La paja (gluma) tiene una

microestructura porosa y esponjosa (Zou et al., 2021; Hernandez-Garcia, 2023).

Se estima que por cada tonelada de maiz se obtienen 170 kg de olote. En
conjunto, el olote y el jilote (xilote, shilote, cabello o seda) no son utilizados
completamente, lo cual genera problemas ambientales (CIMMYT, 1995;
Hernandez-Garcia, 2023). Sin embargo, no representan ningun valor monetario
para los productores, por lo que terminan siendo alimento para los animales,
incineradon y como combustible para cocinar, provocando un incremento en la
contaminacion del medio ambiente mediante la generacion de gases de efecto
invernadero (Elegbede et al., 2021; Ginni et al., 2021; Lozano-Salas et al., 2025).
En Estados Unidos, el olote es cortado en porciones pequefas y es esparcido en

los espacios de cultivo como fertilizante (Yang et al., 2006).

El olote es utilizado para la preparacion de bebidas tradicionales, como lo es el
atole agrio en San Juan Ixtenco, Tlaxcala. Tal como lo reporta Diaz-Mora (2016),
en una variante de preparacién de esta bebida que indica que, ademas de
remojar el maiz, también se ocupa olote para potenciar el color en la bebida final,
el cual es retirado después de esta etapa y antes de la molienda del grano. El
olote, al igual que las hojas de totomoxtle, se utiliza también para realizar algunas

artesanias (Avendano-Rocha, 2023).

En los maices pigmentados, el color se debe a la presencia de antocianinas. En
este sentido, Beristain-Gonzalez et al. (2023), propusieron una linea de productos
a base de olote morado con alto contenido de antocianinas y potencial
antioxidante, incluyendo té, capsulas y fibra. Asimismo, Pérez-Saufi (2014),
elabor6 un producto tipo mermelada a base de antocianinas extraidas del olote
de maiz morado. También, Choquemamani-Vera y Jara-Juhuallanca (2022),

formularon una bebida nutraceutica utilizando una mezcla de camu camu (13%),



quinua (17%) y olote de maiz morado (70%). El olote de maiz morado después
de seleccionado y pesado se le aplica un lavado para posteriormente realizar una

coccion y extraccion.

Alternativamente, el olote de maices pigmentados puede ser procesado para
recuperar las antocianinas responsables del color, con lo que se puede favorecer
dar valor a este subproducto. La forma tradicional de extraer antocianinas
consiste en moler, secar o liofilizar el material vegetal, para después remojarlo en
una mezcla de disolvente y agua con o sin acido, bajo ciertas condiciones de
temperatura (Monrad et al., 2010). Otros métodos de aplicacion mas reciente
incluyen la extraccion asistida con ultrasonido, la extraccion con microondas, la
extraccion con enzimas y la extraccion con fluidos supercriticos (Tena & Asuero
2022; Zhang et al., 2022). En cualquier caso, el uso de técnicas tradicionales para
separar antocianinas de fuentes vegetales requiere de un manejo a través de
distintas etapas. De hecho, el aislamiento y purificacién de antocianinas puede
implicar la aplicacion de métodos de separacion complementarios tales como la
extraccion en fase sodlida, la cromatografia de intercambio cationico, la
combinacion de ambas, la extraccidén liquido-liquido, el uso de resinas de
adsorcion/desorcion o el uso de cromatografia de liquidos de alta y media
resolucién (Ahmadiani et al., 2019; Pangestu et al., 2020; Zhang et al., 2022).

Como alternativa, se ha demostrado que el uso de extraccién acuosa en dos
fases puede atender la concentracidn de los pigmentos naturales por
procedimientos no térmicos en una sola operacion (Rodriguez-Herrera et al.,
2023), lo que le confiere ventajas sobre otras opciones de separacion. La
extraccién acuosa en dos fases se puede desarrollar con la mezcla de dos
polimeros, la mezcla de un polimero y una sal (Raja et al., 2011) o bien la mezcla
de un solvente organico y una sal (Garcia-Cruz et al., 2021; Rodriguez-Salazar
& Valle-Guadarrama 2020), los cuales, en funcion de la concentracion, pueden
formar dos fases inmiscibles que favorecen la separacion de los compuestos.

Durante el desarrollo del sistema es fundamental la presencia de los dos tipos de



componente, pues la formacion de fases depende de un mecanismo de exclusién
salina o “salting-out” (Gomes et al., 2017). Si bien los sistemas polimero-sal
constituyen la manera mas comun de implementar la técnica, el uso de solventes
organicos ofrece una manera mas directa eliminarlos al final mediante
evaporacion (Garcia-Cruz et al., 2021), lo cual es una ventaja. En el caso de
antocianinas, la técnica se ha usado con sistemas que han incluido sales como
sulfato de amonio (Liu et al., 2013) o sulfato de magnesio (Jiménez-Velazquez et
al., 2020). Sin embargo, el eventual uso de los extractos en matrices alimenticias
obliga a considerar las concentraciones residuales de la sal usada y que éstas
no sean toxicas. En tal sentido, se ha argumentado que el uso de citrato de sodio
puede ser una alternativa factible de ser aprobada por los organismos
correspondientes, pero puede inducir valores de pH en el rango alcalino. Sin
embargo, las antocianinas son estables en el rango de pH de 3.0 a 5.0,
principalmente (Lee et al., 2005) y fuera de ese rango pueden experimentar
degradacion. A este respecto, Hernandez-Rodriguez (2023) demostré que el uso
de un sistema basado en acetona, citrato de sodio y acido citrico provee un medio
adecuado para extraer antocianinas atendiendo el control de pH. Sin embargo,
la presencia de cantidades residuales de acetona puede ser una desventaja para
un potencial uso de los extractos en alimentos, lo que plantea la necesidad de

explorar el uso de un solvente, tal como etanol, que no exhiba esos problemas.

En tal contexto, el presente trabajo se realiz6 con los siguientes Objetivos:

1.1. Objetivo general

Evaluar las condiciones de operaciéon de un procedimiento de extraccion acuosa

en dos fases para separar compuestos bioactivos del olote de maiz para

incrementar el valor agregado de este subproducto.



1.2. Objetivos especificos

e Desarrollar diagramas binodales de fase mediante el uso de sistemas
basados en alcohol, citrato de sodio y acido citrico, para atender un
proceso de extraccion con el control de pH, que constituye un factor
importante de estabilidad de las antocianinas.

¢ Identificar condiciones de operacion de un procedimiento de extraccion
acuosa en dos fases con potencial para separar antocianinas de olote de
maiz morado, para favorecer el incremento de valor agregado de este
subproducto.

e Evaluar, en matrices alimentarias, el potencial de pigmentacién de las
antocianinas recuperadas por el sistema bifasico para determinar su
estabilidad.

Asimismo, se plantearon las siguientes hipétesis:

1.3. Hipétesis

e Los sistemas acuosos bifasicos basados en etanol, citrato de sodio y
acido citrico constituyen una alternativa de extraccion y recuperacion de
compuestos bioactivos.

e El olote de maiz contiene altas concentraciones de antocianinas, fenoles
totales solubles, proantocianidinas, azucares totales y flavonoides que

pueden ser extraidos por sistemas bifasicos.

1.4. Organizacion de la tesis

El presente trabajo estuvo enfocado a la caracterizacion del contenido de
antocianinas de distintas poblaciones de olotes obtenidos después del
desgranado de maiz morado. Para extraer estos compuestos se aplico un
procedimiento basado en sistemas acuosos bifasicos formados con mezclas de

alcohol, citrato de sodio y acido citrico. Ello implicé el desarrollo de un diagrama



binodal que permitié identificar condiciones adecuadas de extraccion. Después
de la seleccion de las mejores condiciones de extraccion, los compuestos

obtenidos se utilizaron para evaluar la pigmentacién de matrices lacteas.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Maiz (Zea mays L.)

El maiz (Zea mays L.) es un cereal de relevancia global, utilizado en la
alimentacién humana, animal y en diversas industrias. El maiz posee
macronutrientes clave, como almidén, polisacaridos no amilaceos, proteinas y
lipidos. Las variedades ricas en amilosa, proteinas y aceites brindan beneficios
especificos para la salud, mejorando la respuesta glucémica y optimizando el
metabolismo de los lipidos (Ai & Jane, 2016). También, es una fuente rica de
vitaminas (A, B, E y K), minerales (como magnesio, fosforo y potasio), acidos
fendlicos, carotenoides, flavonoides y fibra dietética. Estos nutrientes, en
conjunto, contribuyen a disminuir el riesgo de desarrollar enfermedades cronicas,
tales como las cardiovasculares, la diabetes tipo 2 y la obesidad (Siyuan et al.,
2018). La diversidad de maiz, incluidas las variedades de grano entero, dulce y
colores en el grano, ofrecen ventajas Unicas. Ademas, se estima que por cada
tonelada de maiz producido se obtiene un 17% de olote (Beristain-Gonzalez et
al., 2023).

2.2. Maiz morado

El maiz morado se produce en los valles de la region andina de Peru, originario
de la raza Kculli el cual se cultiva alrededor de los 3000 m.s.n.m., posee
caracteristicas que lo han convertido en una fuente de ingresos y de interés de
estudio; presenta una coloracion morado intenso en grano, olote y en otras partes
de la planta. El color que presenta es relacionado con la presencia de

antocianinas (Medina-Hoyos et al., 2020).

Conocer la raza que es cultivada en un espacio determinado permite su
conservacion y aprovechamiento (Gonzalez-Santos et al.,, 2023). También

permiten obtener genotipos mejorados (Barrera-Guzman et al., 2020).



Su alto contenido en antocianinas, principalmente como cianidina-3-glucosido
(C3G), hace que actue como un poderoso antioxidante natural, anticancerigeno,
y antiinflamatorio, ademas, ayuda a disminuir la presion sanguinea, mejora de la
agudeza visual y el colesterol alto, mejora la circulacion sanguinea y promueve
la regeneracién del tejido y es por estos importantes beneficios, que surge la
necesidad de comprender el mecanismo de accion de las antocianinas en la
salud humana (Giusti & Wrolstad, 2003; Rabanal-Atalaya & Medina-Hoyos,
2021).

2.3. Clasificacion taxonémica y morfolégica de la planta

El maiz es una de las plantas mas cultivadas a nivel global y constituye un
alimento fundamental en muchas regiones del planeta. Su clasificacion
taxondémica (Cuadro 1) (InfoAgro, 2012) ha sido de gran polémica y demasiado

estudiada en el transcurso de los anos.

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica.

Reino Vegetal
Division Angiosperma
Clase Monocotyledoneae
Orden Cereales
Familia Graminea - Poaceae
Género Zea
Especie Mays
Nombre cientifico Zea mays L.

El maiz es una planta compleja con varias partes, cada una de las cuales
desempefia un papel crucial en su crecimiento, desarrollo y utilidad. A
continuacion, se describen las partes de la planta (Valladares, 2010; CIBIOGEM,
2023).

Raiz: el conjunto de raices forma una estructura fasciculada que le brinda soporte
a la planta. Son esenciales para la salud y crecimiento de la planta. Ademas,

influye en la distribucion de los minerales (fésforo, potasio, calcio y magnesio).



Tallo: es recto y de una sola pieza, alcanzando una altura considerable de hasta
4 metros. Es fuerte, no presenta ramificaciones, ni entrenudos visibles y si se

realiza un corte transversal presenta una medula esponjosa.

Hojas: son de gran tamano, lanceoladas, alternadas y paralelinervias. Estas,
abrazan el tallo de la planta y presentan vellosidades por el haz. Suelen ser
afiladas y cortantes por los extremos. El color de las hojas suele variar, van de

verde, rayas en blanco y verde o verde purpura.

Flores: presenta dos tipos masculina y femenina dentro de la misma planta.
Ademas, la flor masculina tiene una forma de espigdn (penacho) y la femenina

se encuentra en espadices posicionados de forma lateral.

Frutos: Son granos que se encuentran en la mazorca, van de 600 a 1000 los
cuales se encuentran ordenados en hileras en el olote. Dependiendo la variedad
pueden tener caracteristicas fisicas diferentes como ser dentados o semi,
cristalinos entre otros ademas del color que pueden ser blancos, amarillos,

negros, rojos, solo por mencionar algunos.
2.4. Produccién de maiz mundial

El Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) reportd un
incremento en la produccion mundial de maiz hasta el mes de julio de 2024 de
1224.79 millones de toneladas (mdt). Los cuales se reparten entre los principales

paises productores (Figura 1). México se situd en el octavo lugar.
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Figura 1. Principales paises productores de maiz. Elaboracion propia con
informacion de USDA. Informacién reportada en julio de 2024.

Los principales paises consumidores de maiz en el ciclo 2023-2024 fueron
Estados Unidos, China, Brasil, Unién Europea y México. El consumo humano por
persona (Figura 2) en 2023, México registré el indicador mas alto en consumo
humano. Estados Unidos destina el uso de maiz principalmente en la produccién
de etanol con 79.5%, para cereal y otros productos apenas el 3.2%. El récord de

consumo para México registra un incremento de 3.3%.
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Figura 2. Consumo humano per capita anual de maiz (FIRA, 2024).

Kilogramo por persona

o

(=]



China es el pais con mayor importacion de maiz de 23 mdt (FIRA, 2024). Como
se ha mencionado anteriormente, el consumo de maiz en México incrementa la
demanda y la importacion de maiz (Figura 3). Estados Unidos exporta una

minima cantidad de 0.64 mdt, lo cual lo posiciona en el octavo lugar.
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Figura 3. Paises importadores de maiz. Elaboracién propia con informacién de
USDA. Informacién reportada en julio de 2024.

Caso contrario, los principales paises exportadores de maiz (Figura 4), Argentina
destaca como el tercer pais exportador seguido de Ucrania. Las exportaciones
de Ucrania pueden disminuir en el transcurso del ciclo 2024-2025 debido a una
cosecha menor (FIRA, 2024), esto es porque el maiz es el principal cultivo el cual
es destinado para uso forrajero y solo una minima parte es destinada a alimento
humano (Sots & Bnviak, 2018).
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Figura 4. Paises exportadores de maiz. Elaboracién propia con informacién de
USDA. Informacion reportada en julio de 2024.

2.5. Maiz morado: Peru

El maiz morado de color intenso es cultivado en Peru desde tiempos
prehispanicos. Se utiliza tradicionalmente el maiz morado para la preparacién de
postres y bebidas tipicas, por ejemplo, chicha morada, mazamorra morada,
tamales, humitas y una variante de jora, esto, debido a los extractos obtenidos
de la mazorca y semilla que poseen una tonalidad morada intensa (Requis-
Varillas, 2012; Monroy et al., 2016). Especialmente, la chicha morada es una
bebida no carbonatada, consumida en hogares y restaurantes en Peru, aunque
en los ultimos afios ya se esta produciendo a escala industrial (Ramos-Guerrero
et al.,, 2021). En algunas regiones de Ecuador y Peru donde se realiza la
preparacion de chicha, se le conoce también como la cerveza indigena o masato
(Mayorga et al., 2020). Es importante mencionar que dependiendo el lugar donde
es prepara esta bebida tiene ingredientes diferentes que le dan al producto final
ciertas caracteristicas unicas. Especificamente para la preparacion de la chicha
morada, Ramos-Guerrero et al. (2021) indicaron los pasos para la elaboracion a

escala de esta bebida:



Ingredientes: Agua potable, maiz morado, frutas (manzana, membrillo y
pifia), especias (canela y clavo de olor), azucar o edulcorantes, y
reguladores de acidez (jugo de limoén o acidos organicos). También incluye
cascara de naranja, cascara de piia, durazno, anis y hojas de higuera y
conservantes (sorbato de potasio, benzoato de sodio o una mezcla de
ambos).

Preparacién: Primero, se selecciona la materia prima y se lavan los frutos
y el maiz con un cepillo y agua potable. Después, se cortan y se colocan
en un tanque con agua potable. El color dependera de la proporcion de
agua y maiz utilizada en el extracto, asi como del tiempo de ebullicion que
se aplique (20 — 60 minutos como minimo a 100 °C). Posteriormente, la
mezcla se filtra, obteniendo el extracto. En algunos casos, se realiza un
segundo proceso de extraccion a los ingredientes removidos, y es
mezclado con el extracto de la primera extraccion. Y se puede preparar un
extracto solo de maiz que después puede ser mezclado en el proceso.
Mezcla: Al extracto obtenido de la filtracion se agregan azucar,
edulcorantes, acidos, conservantes y demas ingredientes. Dicha
formulacion tiene un rango de grados brix de entre 6 a 10. El uso de acido
citrico o jugo de limén ajusta el pH a aproximadamente 3, esta adicion
acidifica la bebida y al mismo tiempo crea un ambiente hostil contra las
bacterias patdogenas. El uso de conservadores es opcional y, si se anaden,
solo prolongara la vida util del producto.

Homogeneizacion: Se controla el tiempo, velocidad de llenado para lograr
un envasado homogéneo.

Inactivacion térmica: La formula lista para el consumo de 85 °C por 20
segundos, y el extracto 75 °C durante 25 minutos.

Llenado y embalaje: Después de la pasteurizacion, la bebida es envasada
inmediatamente en botellas de tereftalato de polietileno (PET), utilizando
tecnologia de llenado en caliente. Posteriormente, las botellas se enfrian

rapidamente para evitar cambios bruscos en color o sabor. Una vez que el



producto ya se encuentra frio, estd listo para ser etiquetado vy

comercializado.

Existen métodos variados de extraccion de antocianinas sin embargo la
extraccidon mas empleada es la extraccion solido — liquido en la cual se emplean
solventes como etanol, metanol y agua lo cuales son acidificados usando acido
citrico (1%) o acido clorhidrico HCL (0.1 M), siendo el de mayor uso etanol por
sus caracteristicas y su uso para alimentos ademas de clinicos. También,
temperatura, tiempo, combinacidon de los solventes antes mencionados y
concentraciones son considerados para la extracciéon (Rabanal-Atalaya &
Medina-Hoyos, 2021).

2.6. Variedades de maiz morado

El Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego de Pera (MIDAGRI) (2021), indica la
importancia sobre las variedades mejoradas en el incremento de la produccion
en las diferentes zonas de produccion lo cual no solo permite ingresos
econdmicos sino un incremento en la calidad de los productos en los diversos

mercados.

La variedad INIA 601 (Cuadro 2) se cre6 en el ano 1990 por el Instituto Nacional
de Innovacion Agraria (INIA) de Peru, asi también la variedad INIA 615-Negro
Canaan en la estacién experimental Canaan de la misma institucion, UNC 47 se
deriva de INA 601 y es la Universidad Nacional de Cajamarca-Peru la
responsable del mejoramiento para esta variedad y PMV 581 es mejorada por la

Universidad Nacional Agraria La Molina (Medina-Hoyos et al., 2020).



Cuadro 2. Maiz peruano.

Razas de maiz morado Variedades mejoradas
Morado cantefio Morado PVM-581
Cuzco Morado PVM-582
Morado de Caraz Morado INIA 601
Negro de Junin UNC 47
UNC 46 Morado INIA 615-Negro Canaan
Morado Arequipeno Morado mejorado (MMM)

Huancavelicano

Fuente: Requis Varillas, 2012; Pinedo-Taco et al., 2017; Medina-Hoyos et al.,
2020.

2.7. Exportacion de maiz morado

Las areas con mayor superficie cultivada para maiz morado es Arequipa, Ica,
Lima, Huanuco, Cajamarca y Ayacucho (Pinedo-Taco et al., 2017). Hasta el mes
de junio de 2024, Koo (2024), informd que los principales paises a los que se
exporta maiz morado son Estados Unidos (60%), Bélgica (11%), Espafia (10%),
Italia (3%), Republica de Corea (3%), Chile (1%) y otros (6%). Segun Requis-
Varillas (2012), el rendimiento del olote depende de la variedad, el cual puede ser
de 16% al 20%; con el uso de semilla mejorada y aplicando un adecuado
procedimiento agrondmico la cantidad de olote que se puede obtener va de 1200
a 1600 kg/ha y en el afio 2006, se pudo percibir en el mercado de exportacion

ingresos que iban de 3500 a 5000 dolares/ha.
2.8. Maiz morado: Ecuador

El maiz morado es la variedad morada del Zea mays L. se cultiva en los valles
bajos de los Andes al cual se le denomina “Kculli” (Voz quechua) (Borja &
Caviedes, 2013). En el comercio internacional, el maiz ecuatoriano tiene menos
del 1% de representatividad del global (Analuisa et al., 2023). La produccion de
maiz en Ecuador es mayor de los tipos amarillo duro y suave. Sin embargo, los

agricultores de Ecuador han reducido el cultivo de maiz morado debido a su bajo



rendimiento y a la falta de semillas certificadas (Borja & Caviedes, 2013). También
por la falta de recursos tecnoldgicos, ausencia de socios, poco financiamiento por
medio de entidades bancarias, limitado acceso a riego, inadecuado uso de los
recursos, falta de capacitacion, y la infraestructura poco adecuada ha disminuido
la produccién de este cultivo en las zonas maiceras, las cuales son Guayas, Los
Rios, Manabi y Loja (Rodriguez & Miranda, 2020). Es posible incrementar la
produccion actual y futura de este cultivo mediante la aplicacién consciente y
adecuada de proyectos de innovacion tecnoldgica, por ende, se incrementan los
ingresos econémicos y mejora la calidad de vida de los agricultores (Bolafnos &
Tapia, 2019; Vasconez-Montufar et al., 2021), los factores que se deben
considerar para que la aplicacién de resultados positivos son los conocimientos
ancestrales, tener una participacion comunitaria, la transferencia tecnolégica e

implementar el enfoque de cuadruple hélice (Monge-Garcia et al., 2023).

El maiz morado es usado como alimento desde hace tiempo, en Ecuador es
popular, se usa para preparar la colada morada (“Yana Api” en Kichwa); es una
bebida tradicional, popular consumida en festividades de Dia de los difuntos
(Rodriguez-Fernandez et al., 2017). Se prepara con harina de maiz morado, se
le agregan otras especias como canela, clavo de olor, cedrén, hojas de naranja,
entre otros (Carrera et al., 2023). También se usa en la preparacién de
mazamorra morada, es un tipo de la bebida que es preparada en Peru, tiene
textura consistente ademas de sabor agradable, se le agrega almidon de papa y
maiz, canela, clavo, pasas, ciruelas pasas y fruta (pifia y durazno) (Saldafia et
al., 2018). Las bebidas fermentadas son parte importante de los avances sociales
y son precisamente los alimentos fermentados los que se consideran exclusivos
de la élite 0 como se menciond anteriormente solo para eventos o ceremonias
religiosas (Guerra et al., 2022). La microbiota de las bebidas autdctonas ha
generado el desarrollo de nuevas investigaciones que pueden plantear la
posibilidad de aislar cepas bacterianas debido a que la composicion de estas
bebidas es compleja a causa de las condiciones del entorno donde se elaboran

y los ingredientes que se emplean (Mayorga et al., 2020).
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2.9. Variedades de maiz morado

Las principales variedades de maiz nativo que aun se encuentran cultivados en
las provincias de la Sierra de Ecuador (Cuadro 3), por lo cual se les ha
denominado razas cosmopolitas (Zambrano-Mendoza et al., 2021). Uno de los
principales criterios de la disminucion del cultivo de maiz morado en Ecuador es
el rendimiento, por lo cual se han implementado proyectos para incrementar la
produccion y es el responsable del mejoramiento y conservacién de las
variedades de maiz en Ecuador el Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP).

Cuadro 3. Variedades de maiz cultivados en la sierra ecuatoriana.

Nativo Mejorados En mejoramiento
Chazo INIAP-122 “Chaucho Chazo
mejorado”

INIAP-124 “Mishca
mejorado”

Canguil (amarillo y
morado)

Blanco de leche

INIAP-102 “Blanco Blanco de leche

blandito mejorado”

Cuzco ecuatoriano

Canguil ecuatoriano INIAP-111 “Guagal Tusilla
mejorado”
Chillos INIAP-153 “Zhima Chulpi
mejorado”
Huandango INIAP-180
Morochon INIAP-182
Patillo INIAP-103 “Mishqui
sara”
Tusilla INIAP-199 “Racimo de
uva’
Chaucho
Chulpi

Racimo de uva




Ademas de las condiciones variadas de clima y suelo que requiere el cultivo. Se
siembra a 2200 m.s.n.m., en las provincias ecuatorianas, en topografias planas,
con pendientes moderadas — fuertes. Las zonas Optimas para producir maiz
tienen suelos moderadamente profundos a profundos, ricos en materia organica
con buen drenaje, temperaturas entre 14 — 28 °C y precipitaciones mayores a
600 mm anuales (Zambrano-Mendoza et al., 2021). El SIPA (2023), reporta una
produccion total de maiz para las provincias de Ecuador en el afo 2023,

incluyendo cultivos solos y asociados (Figura 5) para maiz duro y maiz suave

(Figura 6).
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Figura 5. Produccién total de maiz duro seco (grano seco). Elaboracion propia.
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Figura 6. Produccion total de maiz suave seco (grano seco). Elaboracion propia.

Las variedades de maiz cultivas en cada region son las siguientes (Cuadro 4)
(Zambrano-Mendoza et al., 2021).

Cuadro 4. Cultivos de maiz.

Provincia Variedad
Bolivar Guagal y blanco leche

Variedades nativas de maiz de diversos

Imbabura colores, van desde el blanco, amarillo, rojos y
negros
Cotopaxi Tusilla, maiz amarillo “bola o boldn”, maiz

blanco, morocho, maiz negro y chulpi

Chazo, maiz de licto, racimo de uva INIAP-199
Chimborazo (variedad mejorada) y blanco blandito INIAP-
102 (variedad mejorada

Azuay Kcello, zhima, morochdn, blanco blandito y
blanco harinoso dentado

Canar Zhima, maiz morocho y el maiz suave
Morochoén, blanco harinoso dentado, tusilla,

Loja uchima, blanco blandito, blanco dentado,
sabanero y kcello
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2.10.Produccion de maiz en México

En México, el maiz es el principal alimento basico, por lo que una reduccién en
su produccién pondria en riesgo la seguridad alimentaria del pais. México es
hogar de aproximadamente la mitad de la diversidad genética de este cultivo en
América, lo cual es esencial para los futuros programas de mejoramiento
genético que podrian desarrollar variedades mas resistentes a las condiciones
ambientales (Ureta et al., 2020).

Segun el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2019), el
54.5% del maiz blanco se produce en Sinaloa, Jalisco, México y Michoacan y el
59% de la produccion de maiz de colores diversos se concentra en México y
Chiapas. En el informe de SIAP (2023) (Figura 7) se sigue manteniendo la

influencia de estos estados en la produccién de maiz.
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Figura 7. Produccion nacional de maiz en los ciclos O-l y P-V del afio 2023.
Elaboracion propia con informaciéon de SIAP.

Se estima que el consumo de maiz per capita promedio es de 120 kg al afio en
la dieta de los mexicanos (Sangerman-Jarquin et al., 2018). Se ha calculado en
promedio el consumo de 0.5 kg de maiz al dia por persona en México (Rosado-
Ortega & Villasante-Serrano, 2021). La amplia diversidad en dureza, tamafo y
color del maiz mexicano es aprovechada para la elaboracion de una amplia gama

de alimentos (Barrera-Guzman et al., 2020). En México, el maiz es consumido en
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diferentes platillos tipicos de su gastronomia; el consumo de maiz depende de la
etapa de desarrollo del grano. En granos frescos se consumen en elote, esquites,
granos hervidos en algun guiso, asados o procesados creando una masa que es
utilizada en la preparacion de tamales de elote dulce, totopos dulces o atole.
Cuando los granos ya estan secos son procesados en seco y se consumen como
pinole, productos de panificacion o en atole. Si se les aplica un proceso de
nixtamalizacidén se crea una masa que es usada para elaborar tortillas, tamales,
bebidas fermentadas como pozol y atoles. Sin embargo, si los granos son
hervidos pueden ser consumidos en pozole. Los estudios microbioldgicos,
composicidn quimica y nutricional de algunos productos elaborados tipicamente

SOn escasos.

Debido a la diversidad, demanda y alto consumo del maiz en México, el Senado
de la Republica aprobd el 11 de octubre de 2023 un dictamen para declarar el 29

de septiembre de cada afio como el “Dia Nacional del Maiz”.
2.11.Maiz de color en México

La diversidad de maices que hay a lo largo de la Republica Mexicana indica la
Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO,
2011) que es el resultado de tres influencias: la domesticacion (teocintles), el
ambiente en donde se cultiva (humedos, secos, frios y calidos) y las practicas
agricolas y de usos de mas de 80 etnias indigenas. Relata Hernandez (2009),
que las civilizaciones mas antiguas de Ameérica incluyendo a olmecas y
teotihuacanos en Mesoameérica hasta los incas y quechuas en la regién andina
de Sudamérica estuvieron involucrados en su desarrollo del maiz. México es
considerado el centro de origen, domesticacién y diversificacion del maiz (Zea
mays L.). El Teocintle anual Zea mays ssp. Parviglumis lltis y Doebley como el
progenitor del maiz moderno Zea mays L. ssp. Mays, siendo principalmente la
cuenca del rio Balsas la region donde ha concurrido el Teocintle y el maiz
moderno (Guerrero-Herrera & CONABIO, 2024). Desde el siglo XX y principios
del XXI, el maiz es el cereal que ha tenido mayor relevancia en los diferentes

sectores econdmicos a nivel mundial (Hernandez, 2009). Siendo 64 razas de
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maices que se encuentran en México 59 son razas nativas. Ha pesar de la gran
cantidad de hibridos que se han desarrollado, muchos pequefios productores
siguen prefiriendo a los maices nativos, sefialan son mas resistentes a las
sequias (CONABIO, 2012; Sangerman-Jarquin et al., 2018).

El maiz es cultivado en México en diversas condiciones agroclimaticas, desde el
nivel del mar hasta altitudes superiores a los 2500 m.s.n.m., de riego y temporal
(Rincon et al.,, 2010). En México, el maiz es considerado el cultivo mas
importante, el 88% corresponde al maiz blanco, 11% amarillo y 1% de diferente
color. Los maices azules y morados son valorados por sus propiedades
nutrimentales ademas de contener antocianinas, caracterizandoles como
especiales para el consumo humano (Rodriguez-Pérez et al., 2023). El grano de
maiz morado posee un contenido elevado de antocianinas que pueden ser
utilizadas como pigmentos para atender la creciente demanda por la industria de
alimentos (Salinas-Moreno et al., 2021; Antonio-Baustista et al., 2022). Ademas,
un analisis cualitativo indicé la presencia de 12 metabolitos de diferentes grupos
quimicos incluyendo fendlicos, flavonoides entre otros (Lee et al., 2021)

presentes en los granos de maiz.

El maiz es la materia prima mas utilizada en América Latina en el proceso de
elaboracion de bebidas fermentadas (Chicha, variaciones de la preparacion de

chicha, tesguino, pozole y atole) (Lasso-Garcia et al., 2024).

Aunque en México existe una gran diversidad de maices nativos (Figura 8) con
antocianinas en grano y olote, es preferible usar un material exético como
donador para acelerar el proceso de obtencion de variedades con alto contenido
de antocianinas (Aguilar-Hernandez et al., 2019). El contenido y tipo de
antocianinas en el grano de maiz varia de acuerdo con el color del grano (Cuadro
5) y la concentracion del pigmento en distintas estructuras (Salinas-Moreno et al.,
2013). Sin embargo, se ha reportado que en maices morados la antocianina
mayoritaria es cianidina, en tanto que en maices de color rojo-rosados la
antocianina predominante es la pelargonidina (de Pascual-Teresa et al., 2002;
Peniche-Pavia & Tiessen, 2020).
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Figura 8. Diversidad de maices cosechados y comercializados en San Juan
Ixtenco, Tlaxcala, México.
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Cuadro 5. Razas de maiz mexicano que poseen color en el grano sea claro o

intenso (Rosado-Ortega & Villasante-Serrano, 2021).

Raza Nombre Color Origen
Grupo conico Arrocillo Amarillo, blanco y Puebla, Veracruz,
negro Hidalgo, Tlaxcala,

Cacahuacintle

Chalquefio

Conico

Conico Nortefio

Dulce

Elotes conicos

Mixteco

Mushito

Mushito de
Michoacan
Negrito

Blanco, rosa vy
azul

Color blanco,
amairrillo, rojo,
rosado y azul

Blanco, amairillo
morado Y rojos

Blanco,
tonalidades de
amarillo y morado

Amarillo, rojo vy
morado

Rojizo a morado o
negro

Blanco, amarillo y
azul
Blanco, morado y
pinto

Diferente color

Azul oscuro vy
negro

Estado de México,
Michoacéan y Oaxaca
Estado de Meéxico,
Hidalgo, Puebla,
Tlaxcala, Veracruz vy
Michoacan

Durango, Zacatecas,
La regidon de la mixteca
Oaxaquefia,
Querétaro,  Hidalgo,
Puebla, Tlaxcala vy
Estado de México
Estado de Meéxico,

Puebila, Tlaxcala,
Hidalgo, Oaxaca,
Michoacan y Veracruz
Guanajuato,
Chihuahua,

Zacatecas, Durango,
Aguascalientes, San
Luis Potosi, Coahuila,
Nuevo Ledn y Jalisco
Guanajuato, Jalisco,
Michoacan, Zacatecas
y Durango

Estado de México,
Michoacan, Puebla,
Tlaxcala, Hidalgo,
Veracruz, Oaxaca,
Guanajuato, Querétaro
y Ciudad de México
Puebla y Oaxaca

Sierra madre del Sur,
Oaxaca, Guerrero,
Michoacan en la
Meseta Tarasca vy
Jalisco

Michoacan

Oaxaca e Hidalgo
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Cuadro 5. Razas de maiz mexicano que poseen color en el grano sea claro o

intenso (Rosado-Ortega & Villasante-Serrano, 2021) (continuacion).

Raza Nombre Color Origen
Grupo Sierra de Apachito Amarillo, blanco y Chihuahua
Chihuahua rosado

Azul Azul a violeta Chihuahua

Complejo serrano Blanco, amarillo, Jaliscoy Colima

de Jalisco rojas con
tonalidades
anaranjado
Grupo Ocho Elotes Rosa a morado y Nayarit, Jalisco,
Hileras Occidentales roja Durango, Zacatecas,
San Luis Potosi,
Morelos, Puebla,
Guerrero, Oaxaca y
Guanajuato
Bolita Variedad de Oaxaca, Puebla,
colores Hidalgo, Guerrero,
Durango y Jalisco
Grupo Chapalote Chapalote Café, rosa y rojo Sonoray Sinaloa

cuando se cruza

Dulcillo del Amarillo y rojo Sonora, Sinaloa,

Noreste Nayarit, Chihuahua y
Durango

Elotero de Sinaloa Azul Sinaloa, Nayarit,

Colima, Michoacan,
Guerrero y Jalisco

Nal-Tel Amarillo, blanco, Oaxaca, Campeche,
azul y rojo Quintana Roo vy
Chiapas
Grupos Tropicales
precoces Ratén Blanco, amarillo y Chihuahua,
azul oscuro Coahuila, Nuevo

Ledn, Tamaulipas,
San Luis Potosi,
Durango, Veracruz,
Zacatecas, Guerrero

y Morelos
Vandeino Blanco, azul, Chiapas, Sonora,
amarillo y rojo Guerrero y
Michoacan
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Cuadro 5. Razas de maiz mexicano que poseen color en el grano sea claro o
intenso (Rosado-Ortega & Villasante-Serrano, 2021) (continuacion).

Raza Nombre Color Origen
Zapalote Grande Blanco, amarillo y Itsmo de
azul Tehuantepec,
Guerrero, Veracruz,
Chiapas y Oaxaca
Chiquito Blanco, amarillo, Oaxaca
anaranjado y azul
Choapaneco Amarillo, rojo y Oaxaca
azul
Comiteco Blanco, amarillo, Chiapasy Oaxaca
azul, negro y rojo
Coscomatepec Blanco, amarillo, Veracruzy Puebla
rojo y azul
Olotillo Variantes de San Luis Potosi,
Grupo Maduracion colores Hidalgo, Veracruz,
tardia Oaxaca, Guerrero y
Chiapas
Tehua Blanco, amarillo y Chiapas
morado
Negro de Negro Chiapas

Chimaltenango

2.12. Maiz morado de San Juan Ixtenco Tlaxcala

La comunidad YUMHU organiza la Feria del Maiz NGO R'O DETHA en San Juan
de Ixtenco, Tlaxcala, feria donde los campesinos de la region y otros productores
se reunen y comercializan semillas, comida y artesanias (Figura 9). Ademas, de
promover la importancia de las variedades de maiz que cultivan y cédmo es el
proceso de la siembra y preservaciéon de estas. Sin embargo, la importancia de
la preservacion de estas variedades va mas alla del ambito econdmico, la relacién
en esta regidn con las tradiciones religiosas y la espiritualidad es la base
importante del maiz morado en ritos y celebraciones. Los usos del maiz morado
en la region van desde la elaboracion de harina para atole, preparacion de pinole,
botanas, helado, hasta la elaboracion artesanias hechas a base de las hojas de
maiz o totomoxtle con pelos del xilote y cuadros usando ademas semillas de frijol,

amaranto, chia y calabaza (Sangerman-Jarquin et al., 2018; COPAC A.C., 2019).
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Figura 9. Productos que se ofertan en la Feria del maiz, San Juan Ixtenco,
Tlaxcala, artesanias, gran diversidad de maiz, comida como el atole agrio y
cerveza artesanal elaborada con maiz negro (morado) del lugar.

2.13. Productos de maiz a nivel mundial

Se estima alrededor de 3500 productos alimenticios y tecnolégicos que son
elaborados a partir del maiz. El maiz tiene vitaminas B (B1, B2 y PP), calcio,
magnesio, fésforo y hierro, ademas de oligoelementos (cobre, niquel, etc.)
permite la creacion en conjunto con otros productos de alimentos con multiples
beneficios (Sots & Bnviak, 2018). La elaboracion de estos alimentos contribuye a
la seguridad alimentaria mundial, a la politica agricola (Martinez & Fernandez,
2019) y disminuye las cargas ambientales (Jiao et al., 2022), se disminuye el
almacenamiento de recursos importantes que pueden procesarse y también
abarata costos al ser utilizados los subproductos del procesamiento del maiz en

los diferentes procesos.
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El mercado mundial de maiz experimenté un crecimiento significativo entre 2010
y 2016. Este crecimiento, es impulsado por la demanda para el consumo humano,
bocadillos, espesantes, pastas, jarabes, endulzantes, aceite de maiz, bebidas sin
alcohol, piensos, farmaceéutica, combustibles, almiddn, y la industria cervecera y
alcohdlica (Sots & Bnviak, 2018), bebidas espirituosas y productos de panaderia

leudados quimicamente (Serna-Saldivar & Perez-Carrillo, 2019).

Los subproductos de la molienda humeda de maiz, se usa para la produccion de
almidon puro, endulzantes, dextrosa, fructuosa, glucosa, jarabes, almiddn
industrial, fibras, etanol y aceite de maiz a partir del germen. El germen (tocoles
y fosfolipidos) y la fibra (fitoesteroles y carbohidratos complejos) representan un
gran potencial para ser utilizados como precursores de ingredientes alimentarios
nutracéuticos y funcionales de calidad, ya que poseen propiedades antioxidantes
(Deepak & Javadeep, 2021). Los productos que se obtienen de la molienda en
seco del maiz son los copos, harina y la sémola de maiz. Las cualidades
nutricionales que estos alimentos poseen influyen en el estatus de muchas
civilizaciones en todo el mundo (Serna-Saldivar & Perez-Carrillo, 2019). El maiz
nixtamalizado es un ejemplo de ello, los granos son remojados y cocidos (no
totalmente) en una mezcla de agua y cal. Después, son lavados y molidos hasta
formar masa como se le conoce en México. La masa es la base para la
elaboracién de alimentos como lo son las tortillas, tamales, algunas bebidas
calientes (atole) y frias (pozol). Se prevé que el crecimiento del mercado mundial
del maiz continue hasta 2025 (Soare et al., 2018), ademas de mejorar los

beneficios econdmicos.
2.14. Subproductos de la cosecha de maiz morado

El olote es un tejido esponjoso y de color variado que resulta del proceso de
desgranado (Valdivieso, 2020; Lozano-salas et al., 2025). Su estructura (Figura
10) consta de tres secciones; meédula, anillo lefioso y paja (gluma), las cuales
poseen caracteristicas diferentes en cuanto a forma, estructura y densidad. El

olote esta compuesto principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina. La
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medula esta compuesta por tejido poroso que le proporciona mayor capacidad
de carga manteniendo una baja densidad. El anillo lefioso es una estructura
tubular hueca compuesta principalmente por celulosa y unida por lignina lo cual
le da la caracteristica dureza a la estructura. La paja (gluma) tiene una

microestructura porosa y esponjosa (Zou et al., 2021; Hernandez-Garcia, 2023).

Paja (gluma)

Anillo lefioso

Paja interna (gluma interna)

Paja externa (gluma externa)

Inferior

Figura 10. Macroestructura del olote de maiz morado de San Juan Ixtenco,
Tlaxcala: (A) olote de maiz entero; (B) seccion longitudinal del olote de maiz; (C)
seccion transversal de la parte inferior del olote; (D) seccidn axial del olote de
maiz y (E) hoja de maiz (totomoxtle).

2.15.Usos del olote morado

Se estima que por cada tonelada de maiz se obtienen 170 kg de olote. En
conjunto, el olote y el jilote (xilote, shilote, cabello o seda) no son utilizados
completamente lo cual genera problemas ambientales (CIMMYT, 1995;
Hernandez-Garcia, 2023). Sin embargo, no representa ningun valor monetario
para los productores por lo que termina siendo alimento para los animales,
incinerado y como combustible para cocinar, provocando un incremento en la
contaminacién del medio ambiente mediante la generacion de gases de efecto
invernadero (Elegbede et al., 2021; Ginni et al., 2021; Lozano-Salas et al., 2025).
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Los pigmentos presentes en el olote de maiz de color pueden reducir los efectos
dafinos de los factores que provocan el cancer colorectal, antitumorales y
antiinflamatorias, mejoran la circulacion sanguinea y promueven la regeneracion
del tejido conectivo, colageno, entre otros (Rabanal-Atayala & Medina-Hoyos,
2021). Segun Diaz-Garcia et al. (2021), 100 g de olote morado seco contienen
aproximadamente 41.32 + 0.95 mg de antocianinas, y la dosis recomendada es
de 20 mg al dia (Garcia-Pastor, 2016) a 150 mg (Saini et al., 2024), con el
proposito de contrarrestar la oxidacion celular causada por los radicales libres

(Beristain-Gonzalez et al., 2023).

El olote es utilizado para la preparacion de bebidas tradicionales como lo es el
atole agrio en San Juan Ixtenco, Tlaxcala; tal como lo reporta Diaz-Mora (2016)
en una variante de preparacion de esta bebida que indica que ademas de remojar
el maiz también se ocupa olote para potenciar el color en la bebida final, el cual
es retirado después de esta etapa y antes de la molienda del grano, solo se ocupa
el agua de remojo para la preparacién. También, el olote se utiliza para realizar

algunas artesanias de la misma forma las hojas de totomoxtle (Avendafio, 2023).

Ademas, Beristain-Gonzalez et al. (2023) han propuesto una linea de productos
a base de olote morado con alto contenido de antocianinas y potencial
antioxidante, incluyendo té, capsulas y fibra. Aplicé un proceso de esterilizacion
al olote por medio de luz UV sin embargo es preciso aplicar la onda de radiacion

necesaria para incrementar el grado de esterilizacion en el olote.

Pérez-Saufi (2014), elabor6 un producto tipo mermelada sin contenido de fruto
solo a base de antocianinas extraidas del olote de maiz morado usando agua
acida como disolvente ademas usé Stevia como edulcorante en dos
concentraciones 1.5% y 2%, siendo la concentracion de 2% de Stevia aceptada

por un 88% en la prueba de aceptabilidad del producto.

Choquemamani-Vera & Jara-Juhuallanca (2022), formularon una bebida
nutraceutica utilizando una mezcla de camu camu (13%), quinua (17%) y olote

de maiz morado (70%).
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2.16. Sistemas de extracciéon acuosa en dos fases (ATPE o ATPS)

La extraccion que utiliza sistemas bifasicos acuosos es una técnica ampliamente
utilizada en biotecnologia como método de recuperacion, extraccion,
concentracion y purificacion de material bildgico (Guerrero-Eraso, 2009; Espitia-
Saloma et al., 2014; Xavier et al, 2017). Es un método alterno para extraer
compuestos de interés que comparados con los métodos convencionales su
aplicacién es sencilla, son selectos y biocompatibles, se ha demostrado la
capacidad para remplazar solventes organicos volatiles convencionales que su
uso causa contaminacion ambiental; sin embargo, algunos sistemas requieren
tiempos largos de sedimentacion (Raghavarao et al., 2003; Phong et al, 2018;
Carranza-Gomez, 2021). Estas caracteristicas han permitido su uso para la
extraccidon y separacion de biomoléculas labiles como proteinas, enzimas, acidos
nucleicos, antocianinas, antibiéticos, etc. (Raghavarao et al., 2003; Wang et al.,
2010; Guo et al., 2012). La formacion de dos fases inmiscibles se lleva a cabo
cuando se mezclan dos polimeros o un polimero y una sal en agua. La
distribucion en equilibrio del compuesto de interés a extraer en el sistema no solo
depende de las propiedades de superficie sino también de las propiedades

fisicoquimicas de las dos fases (Guerrero-Eraso, 2009; Caldeira et al., 2019).

Los factores que se deben considerar para los sistemas acuosos bifasicos son

los siguientes (Raghavarao et al., 2003; Caldeira et al., 2019).

e La naturaleza y concentracion del polimero. La relacion que existe entre
el peso molecular del polimero y la concentracion de este es importante
debido a que cuanto mayor sea el peso molecular la concentracion
requerida para la formacion de las fases sera menor. Si la diferencia es
mayor en el tamafio molecular entre dos polimeros sera mas asimétrico el
binodio. Cuanto la diferencia hidrofébica entre los componentes
formadores de fases es mayor la tendencia hacia la formacion de fases.

e Temperatura. A temperaturas bajas, los sistemas compuestos por
polimero-polimero se separan en fases en concentraciones individuales

relativamente bajas, para el sistema polimero-sal la formacion de estas
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fases requieren una concentracion mayor del polimero, sin embargo, para
realizar extracciones a escala industrial se deben realizar a temperatura
ambiente por el cambio de la viscosidad que la temperatura puede
modificar en el sistema.

e Tipo de sal y concentracion.

El uso de los sistemas bifasicos acuosos en la industria se ve obstaculizado en
gran medida por la alta complejidad del sistema combinada con un bajo nivel de
educacion y experiencia en sistemas de fase (Bensch et al., 2007). Es importante
ademas de la produccion, una via econémica y sencilla que permita la separacion

y purificacion (Morilla et al., 2019; Leong et al., 2023).

La extraccidn especifica de componentes se ha mencionado como caracteristica
importante de los sistemas de extraccion bifasicos comparado con los sistemas
convencionales, lo cual es deseado en la extraccion de compuestos antocianos
que la mayor parte sea extraida con su estructura pura y sean separados de
demas componentes que puede afectar su conservacién y uso (azucar, acidos
organicos, aminodacidos y proteinas) (Wu et al., 2011; Chandrasekhar et al.,
2012).

Cabe mencionar que los componentes utilizados en los sistemas bifasicos deben
ser considerados segun las caracteristicas que permitan su recuperacion al
concentrar el extracto final y sean los residuos minimos que queden en este. El
sistema con sal y alcohol tiene mas potencial de aplicacion en la industria debido
a las ventajas que posee el alcohol como lo es la baja viscosidad, menor costo y
una facil aplicacion ademas de su rapida evaporacién por uso de calor y su
respetuosa interaccién con el medio ambiente (Guo et al.,, 2013; Ma et al,
2013;Wu et al., 2014), siendo el etanol en comparacion con el metanol, el 1-
propanol y el 2-propanol el de mayor uso debido a su baja toxicidad, un punto de
ebullicion moderado y un costo mas bajo lo que hace su uso accesible para
producciones a gran escala (Tan et al., 2014). Su uso mejora el rendimiento de
extraccion de las biomoléculas de interés ademas mejora la pureza de estos en
los extractos (Wu et al., 2011; Abdoulaye & Onal, 2023; Xi et al., 2023).
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Simental-Martinez et al. (2014), evaluaron el uso de los sistemas de etanol-
fosfato potasico para fraccionar compuestos de bajo peso molecular y la sal de
polietilenglicol, la sal de acetato de 1-etil-3-metilimidazolio logré rendimientos de

recuperacion superiores al 75%.

Liu et al. (2013) demostraron que el uso del sistema de alcohol y fosfato
monosaodico (NaH2PO4) cuando la concentracion de la sal o el contenido de
etanol aumentd dio como resultado una mejor extraccion de las flavonas de
madreselva en la fase superior con mas del 98% en las condiciones éptimas del
sistema (pH 5,0, NaH2PO4 4,6 g y etanol 36% (v/v)).

Al usar un sistema compuesto por etanol-sal la formacion de las fases es mas
rapida comprada con otros componentes, después de reposar el sistema durante

1 min, se forman las dos fases, una superior y una inferior (Xie et al., 2022).
2.17. Antocianinas

Las antocianinas son flavonoides pigmentados solubles en agua, cuya funcion en
la estructura vegetal de las plantas sirven como agentes protectores a las plantas
de la luz ultravioleta, disminuyendo el dafio fotooxidativo, protegiendo a los
cloroplastos del exceso de energia y disminuyendo las especies reactivas de
oxigeno (Campanella et al., 2014), pueden ser atrayente o repelente, esto juega
un papel importante en la reproduccion vegetal para mantener la supervivencia
de la especie, atraer insectos polinizadores o consumidores de los frutos ayuda
en la distribucion de semillas en el medio ambiente (Garzon, 2008). Las
antocianinas de tonalidad azul evolucionaron hace 300-350 millones de afos
junto con las gimnospermas. Las antocianinas de color rojo son mas antiguos,
tanto como los musgos alrededor de 450 millones de afos (Campanella et al.,
2014).

Por todos los beneficios que aporta su consumo a la salud, las antocianinas
pueden ser considerados el grupo de pigmentos vegetales mas importantes
(Kong et al., 2003). Estos pigmentos tienen propiedades bioactivas que pueden

utilizarse en las industrias nutracéutica, alimentaria y textil (Giusti & Wrolstad,
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2003; Mendoza-Mendoza et al., 2017). La Unién Europea regula el uso de las
antocianinas como aditivo alimentario con el nimero E-163 (Jadhav et al., 2020).
La variedad de colores que aporta en la aplicacion en los alimentos y su origen
natural incrementa la atencién de los consumidores (Zhang et al., 2019). La
tonalidad de la antocianina depende del numero y posicion de los grupos hidroxilo
y metoxilo en la molécula ya que al incrementar la hidroxilacion las tonalidades
son azules y si se incrementan los metoxilaciones son de tonalidades rojas
(Garzén, 2008; Mathias-Rettig & Ah-Hen, 2014).

Las antocianinas se encuentran en frutas, verduras, flores y gramineas como el
maiz morado, trigo y arroz (Zhang et al., 2019). Sin embargo, el costo de
extraccion y produccién son los principales factores que interfieren en la

aplicacion de antocianinas en la industria alimentaria (Caldeira et al., 2022).
2.17.1. Estructura

Las antocianidinas constituyen las estructuras fundamentales de las antocianinas
(Figura 11). Estas moléculas presentan un anillo aromatico (A) enlazado a un
anillo heterociclico (C) que contiene oxigeno, el cual a su vez esta conectado por
un enlace carbono-carbono a otro anillo aromatico (B). El nivel de hidroxilacion y
metilacién en el anillo B de la molécula determina el tipo de antocianidina, esto
es la aglicona de la antocianina (Aguilera-Otiz et al., 2011). Cuando dichas
estructuras se enlazan a un componente de azucar en su forma glicésida, se

denominan antocianinas (Castaneda-Ovando et al., 2009).

Las antocianinas se clasifican con base en el numero de azucares en presentes
en su estructura, monoglucésidos (un azucar), diglucdsidos (dos azucares) y
triglucosidos (tres azucares). Cuando la molécula de antocianinas esta
constituida unicamente por azucares se denomina no acilada vy, si esta presente

uno o varios radicales acilo, se denomina acilada (Aguilera-Otiz et al., 2011).
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Antocianidina Sustitucion

I R4 R,
Pelargonidina H H
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Peonidina OCH; H
Petunidina OH OCH;
Malvidina OCH, OCHa

Figura 11. Estructura quimica de las antocianinas (Kuskoski et al., 2004;
Ozglr & Cimen, 2018; Jadhav et al., 2020).

Se ha identificado que el 90% de los mas de 550 tipos de antocianinas presentes
en la naturaleza se derivan de las antocianinas solo seis antocianidinas (Liu et
al.,, 2021), las cuales son pelagornidina, delfinidina, cianidina, petunidina,

peonidina y malvinidina (Aguilera-Otiz et al., 2011).
2.17.2. Biosintesis

La ruta de la biosintesis no es lineal, presenta ramas y rutas metabdlicas
alternativas (Figura 12) (Yan et al., 2021). En el proceso de biosintesis de las
antocianinas se da a través de la via del fenilpropanoide (Del Valle-Leguizamon
etal., 2005; Liu et al., 2021). El aminoacido aromatico que entra es la fenilalanina.
Se produce en la via del shikimato (Chaves-Silva et al., 2018). Después se
desamina por la fenilalanina amoniaco liasa (PAL) (Yan et al., 2021) el cual se
lleva a cabo en el reticulo endoplasmatico (RE) (Park et al., 2015) a acido
cinamico. Ocurre una hidroxilaciéon del acido cinamico por el cinamato 4-
hidroxilasa (C4H) a acido 4-cumarico. El acido 4-cumarico es activado por la 4-
cinamato-CoA ligasa (4CL) a 4-cumaril CoA (Yan et al., 2021). El 4-cumaril CoA
se condensa con tres moléculas de malonil-CoA para formar la chalcona
(naringenina chalcona o tetrahidrochalcona) por la accién de la chalcona sintasa
(CHS). La chalcona isomerasa (CHI) convierte a la chalcona en la flavanona
naringenina. Es un flavonoide central intermediario (Chaves-Silva et al., 2018).
La dihidrofavonol 4-reductasa (DFR) cataliza el hidroflavonol, lo cual permite la
sintesis de antocianinas incoloras. Estas antocianinas son las estructuras basicas

de los flavonoides y antocianinas (Yan et al., 2021). Los cuales son oxidados por
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la antocianidina sintasa/leucoantocianidina dioxigenasa. Se producen las
antocianinas con pigmentos gracias a la accion de la antocianidina sintasa (ANS).
Al agregarse a su estructura azucares y otras fracciones, se vuelve mas estable
y soluble su estructura. Se almacenan en las vacuolas por el glutation S-
transferasa (GTS) (ANS/LDOX) (Chaves-Silva et al., 2018).
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Figura 12. Ruta biosintética de las antocianinas (Yan et al., 2021).

2.17.3. Factores que afectan la estabilidad

Los factores que afectan la estabilidad de las antocianinas son pH (Figura 13),
genética, la temperatura, luz, el estrés hidrico y oxigeno, ademas de considerar
las condiciones en las que se realiza el proceso de extraccion y almacenamiento
previo a la extraccion (Jing et al., 2007; Yang et al., 2008; Santos et al., 2012;
Kapcum & Urivapongson, 2018; Hong et al., 2020; Peniche-Pavia &Tiessen,

2020; Cai et al., 2023). A continuacion se discuten estos factores.
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pH: cuando las antocianinas se encuentran a un pH de 1, la forma predominante
es el cation flavilio, el cual es responsable de los tonos rojos y purpuras. Cuando
el pH va de 2 a 4, son las especies quinoidales de color azul. Entre pH de 5y 6,
e observan una pseudo base carbindlica y una chalcona. A pH mayor de 7, las
antocianinas se descomponen segun corresponda al grupo constituyente
(Castaneda-Ovando et al., 2009).

Temperatura: la accion de las altas temperaturas acelera el proceso de
degradacion en las antocianinas. Se reduce su estabilidad y la retencién de color
(Enaru et al., 2021).

Luz: la exposicion a luz ultravioleta incrementa la inestabilidad y degradacion de

las antocianinas (Enaru et al., 2021).

Oxigeno: El oxigeno puede aumentar la velocidad de degradacién de las
antocianinas a través de dos vias: mediante un proceso de oxidacion directa o

por la actividad de enzimas oxidativas (Patras et al., 2010).

Algunas de las estrategias que se han desarrollado para incrementar su
estabilidad es la modificacién de su estructura, este proceso se denomina
acilacién, la combinacion de antocianinas con proteinas y polisacaridos que da
como resultados complejos estables, la micro y nano encapsulacion (Saini et al.,
2024). La co-pigmentacion es el resultado de las asociaciones moleculares con
otros compuestos organicos incoloros o iones metalicos. Este cambio produce un

incremento en la intensidad del color (Enaru et al., 2021).

Aunque ya se han estudiado técnicas que mejoran la estabilidad y
almacenamiento de antocianinas no todas pueden llegar a ser de acceso en la

industria debido al costo de su aplicacion.
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pH <2 4< pH <6
Cation flavilio Pseudobase carbindlica
El color varia de rojo a naranja incolora

OH

“
o o) | S R,
R R

6< pH <8
Base neutral quinoidal
Parpura a violeta

H/ 0| [HI O

OH

pH =8
Chalcona
Color amarillo claro e incolora

Figura 13. Comportamiento de las antocianinas a diferentes pH. Modificado de
Liu et al. (2021).

2.18.Comercio de antocianinas

Fact.Mr. (2022), en su andlisis de “Anthocyanin Market Outlook (2022-2032).”,
ha estimado que el incremento en el mercado de antocianinas para el afio 2032
sera de USD 527.8 millones, lo cual representa un incremento de 4.3% en el
mercado mundial (2022-2032). Es importante mencionar que este analisis incluye
amas de 30 paises en los cuales estan EE. UU., Canada, Reino Unido, Alemania

y otros, siendo principalmente el mercado de aplicacion la industria alimentaria

32



con aplicacion en alimentos y bebidas el cual representa el 41.4%, la industria
farmacéutica y productos para el cuidado personal. China, impulsa el mercado
en productos ricos en antocianinas para el cuidado personal. Ademas, el uso de
antocianinas en la elaboracion de indicadores de calidad en los empaques
inteligentes ha incrementado la demanda y puede considerarse como un impulso

positivo para acelerar la aceptabilidad en otras aplicaciones (Saini et al., 2024).
2.19. Métodos de extraccion

La extraccion de antocianinas se ha realizado por métodos convencionales como
lo es la maceracién y con disolvente acido metandlico, sin embargo, el uso de
ultrasonidos incrementa la concentracion final de antocianinas. Otros métodos de
extraccién es la extraccion asistida por microondas, calentamiento 6hmico, uso
de disolventes supercriticos (Navarro et al., 2018), extraccion asistida por
ultrasonidos (Fernandez-Aulis et al., 2019) y altas presiones (200-600 MPa)
combinando con el pH (Itthisoponkul et al., 2018).

2.20. Extraccion de antocianinas con extraccion acuosa en dos fases

El uso de ATPS empleados en la extraccion de compuestos de interés, tiene un
costo menor en los reactivos que los constituyen ademas del tiempo de
extraccion relativamente rapido y efectivo. Algunos sistemas aplicados se

presentan en el Cuadro 6.
2.21. Aplicacién de antocianinas de maiz

Las antocianinas de maiz se utilizan en la industria como colorantes naturales.
La capacidad de proporcionar diferentes colores es muy valiosa. Esto incrementa
las areas de aplicacion generando oportunidades en su uso. En el Cuadro 7, se

enlistan algunas aplicaciones.
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Cuadro 6. Sistemas acuosos bifasicos utilizados para extraer antocianinas de diferentes muestras.

Muestra Composicién del Condiciones de Observaciones Referencia
sistema extraccién
arandano Citrato trisddico Separacién pasiva Mayor concentracion de antocianinas Carranza-Gémez
(Vaccinium (NasCit) (17.73%), de 30 min. 'y menor concentracion de azucares (2021)
corymbosum) en Polietilenglicol posterior en la fase superior.

madurez de

consumo

N. tangutorun

L. ruthenicum

Lycium ruthenicum
Murr

(PEG) 4000
(21.33%) vy jugo
como disolvente

Fosfato
monosodico
(NaH2PO4) (28%),
etanol (26%) vy
agua desionizada
(46%) como
disolvente

Etanol (25%) vy

sulfato de amonio
(20%)

centrifugacion de
15 min.

Tiempo de
extraccién de 45
min a temperatura
de 65 °C

Tiempo de
extraccién de 45
min a temperatura
de 454 °C

Tiempo de
extraccion de 33.7
min, temperatura
de 25 °C, asistido
por ultrasonidos
(600 W), pH 3.98 y
relacion liquido -
solido de 50:1 p/p

Los rendimientos de antocianinas
alcanzaron de 4.71 mg/g de muestra
seca.

Sang et al. (2018)

Qin et al. (2017)
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Cuadro 6. Sistemas acuosos bifasicos utilizados para extraer antocianinas de diferentes muestras (continuacion).

Muestra Composicion  del Condiciones de Observaciones Referencia
sistema extraccién

Batatas moradas Etanol (25% p/p) y Metodologia de Rendimiento optimo de antocianinas Liu et al. (2013)
sulfato de amonio superficie de de 90.02% y coeficiente de particion

Camote morado

Morera (Morus
Atropurpurea
Roxb)

Morera (Morus
Atropurpurea
Roxb)

(22% p/p)

Etanol y sulfato de
amonio

Etanol (30% p/p),
sulfato de amonio
(20% p/p), jugo de
morera (10% p/p) y
agua (40% p/p)
Etanol (39% p/p),
sulfato de amonio
(13% p/p)

respuesta (RSM),
relacion  liquido-
solido 45:1 (mL/g),
pH 3.3

Metodologia  de
superficie de
respuesta (RSM),
bano ultrasénico a
52.48 °C durante
48.19 min.y 1.60 g

de muestra
Temperatura de
extraccion de 35
°C,pH 4.5
Metodologia  de
superficie de

respuesta (SRM),
relacion  liquido-
sélido de 45:1,
asistido por
microondas por un
tiempo de 3 min.,
temperatura  del
microondas de 32
°C y potencia de
480 W

de 19.62%

Rendimiento de extraccion de 191.09
mg/ L

Sistema de uso prometedor para la
purificacion de los pigmentos.

Obteniendo una recuperacién de
86.35 £ 0.32% de antocianinas de
morera.

Yin et al. (2017)

Wu et al. (2011)

Wang et al
(2024)
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Cuadro 6. Sistemas acuosos bifasicos utilizados para extraer antocianinas de diferentes muestras (continuacion).

Muestra Composicion  del Condiciones de Observaciones Referencia
sistema extraccion
Jugo de uva Fosfato Tiempo de EI90% de las antocianinas presentes Wu et al. (2014)
monosodico extraccion 60 min., en el jugo permanecian en la fase
(NaH2PO4)  (28% temperatura de superior y al aplicar una extraccion
p/p), etanol (25% extraccion 25 °C continua dos veces podian eliminar
p/p), 1 mL de jugo (298.15 K) mas del 90% de los azucares
de uva
Col lombarda Polietilenglicol Osmosis directa Concentracibn de  antocianinas Jampani y
(Brassica oleracea (PEG)4000 (14.8% presentes fue de 3123.45 mg/L y 43 Raghavarao
L.) p/p) y sulfato de °Brix (2015)
magnesio (10.3%
p/p) _ . _ .
Col lombarda Etanol (27% v/v), pH3 dieron un rendimiento de extraccién Abdoulaye y Onal
(Brassica oleracea sulfato de amonio del 83.7% para las antocianinas de la  (2023)

L.)

Granada (orujos de
granada).

(22% v/v) y
extracto de
antocianinas (2.5%
vIv)

Etanol (28 g/100) y
sulfato de amonio

Ultrasonidos (27
min., 330 W),
metodologia  de
superficie de
respuesta de

disefio compuesto
central (CCD-
RSM) y algoritmo

genético de red
neuronal artificial
(ANN-GA)

col lombarda.

El contenido de antocianinas fue de
57.01 £ 1.36 mg/g PS de cianidina-3-
O-glucdsido

Yue et al. (2024)
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Cuadro 6. Sistemas acuosos bifasicos utilizados para extraer antocianinas de diferentes muestras (continuacion).

Muestra Composicion  del Condiciones de Observaciones Referencia
sistema extraccién
Cloruro de colina Temperatura de obteniendo concentraciones de Meng et al.
(HBA), butanodiol extraccion de 30 cianidin-3-glucésido de 10.52 £ 0.78 (2023)
(BDO), etilenglicol °C mg a 40 °Cy 10.78 £ 0.84 mg
(EG) y acido lactico
Hojas de Etanol (32.5%) vy 80% de las antocianinas recuperadas Le et al. (2023)
Peristrophe sulfato de amonio
bivalvis (L.) Merr. (25%)
(Acanthaceae)

Syzygium cumini

Daucus carota L

Acai (fruta tipica de
la amazonia
brasilefa)

Frutos de Rosa
pimpinellifolia L.

Jamun

Etanol y sulfato de
sodio

Sulfato de amonio
(20%), extracto
crudo (12%),
Polietilenglicol
6000 (14%)

Etanol (28% p/p) y
sulfato de amonio
(17.5% plp)

Etanol (26.85%
p/p), sulfato de
amonio  (19.15%
p/p)

polietilenglicol
(PEG) 6000 (16%
p/p) y sulfato de
magnesio (10.9%
p/p)

Extracto crudo

Metodologia  de
superficie de
respuesta

Sistema  asistido
por  microondas
por 17.29 min a
temperatura de 60
°C y 400 W, con
una relaciéon
liquido-solido de
40

Rendimiento de la fase superior del
95.55%
del

Rendimiento de extraccion

94.17%

Obteniendo la fase superior rica en
antocianinas y la fase inferior los
azucares

Rendimiento de antocianinas de
1373.04 mg de equivalente de
cianidina 3-glucésido/g de RPF seco

Dio como resultado una particion
maxima de antocianinas en la fase
superior de ~100,0 % y la fase inferior
de 72.9 %

Caldeira et al.
(2022)

Li et al. (2021)

de Abreu Siqueira
et al. (2023)

Odabas y Koca
(2021)

Chandrasekhar y
Raghavarao
(2015)
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Cuadro 7. Aplicacion de las antocianinas extraidas de la planta de maiz morado.

Muestra Aplicacién Referencia
Zea mays L. var. ceratina Disminuir la muerte de
(AZC) células neuronales (SH-

SY5Y) inducidas a
toxicidad empleando dosis
de perdxido de hidroégeno, Mairuae et al. (2024)
obteniendo resultados
positivos en la reduccion
de la muerte celular
ademas de demostrar la

importancia de la
aplicacion de las
antocianinas como neuro
protector.

Olote de maiz morado Obtencion de un extracto

rico en antocianinas
aplicadas a un alimento
extruido. La adicion del Rolandelli et al. (2023)
extracto incremento en el
alimento el contenido
fendlico total ademas de

las propiedades
funcionales y la estabilidad
fisica.

Olote de maiz morado Pelicula activa e
inteligente, elaborada con
almidén de papa,

antocianinas de mazorcas Chavez-Marquez et al.
de maiz morado y aceite (2023)

esencial de molle. La

pelicula tuvo  buenos

resultados de inhibicién

para Escherichia coli.

Hojas, olote y seda de Bebidas funcionales,
maiz morado mexicano infusiones, snack, tortillas y
tés calientes obteniendo
un total de 95 mg de Mendoza-Mendoza et al.
antocianinas/ 300 g de (2023)
alimentos a base de maiz
morado y 750 mL en las
bebidas.

Olote de maiz morado Hidrogel con serina vy
ceroso extracto de maiz morado
con mayor capacidad Kanpipit et al. (2023)
permeable en la piel,
incremento en la
hidratacion ademas de la
produccion de colageno.
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Cuadro 7. Aplicacion de las antocianinas extraidas de la planta de maiz morado.

Muestra

Aplicacion

Referencia

Olote de maiz morado

Polvo de extracto de maiz
morado

Extracto de maiz morado

Maiz morado

Harina de maiz rojo oscuro
y azul

Obtenciéon de un extracto
por medio de irradiacion
asistido por infrarrojo (IR)
para pigmentar nabos
encurtidos. Obteniendo las
condiciones O¢ptimas de
extraccion por medio de
superficie de respuesta a
63 °C durante 77 min.

Combinacion de polvo del
extracto de maiz morado y
aceite de salvado de arroz
negro para la conservacion
de la carne de res fresca
en refrigeracion,
obteniendo hasta 5 dias
valores aceptables de
recuento  microbiano vy
valores del acido
tiobarbitarico (TBARS)
empleando combinaciones
de 2%, 3% de polvo de
extracto y 2% + 0.2% de
aceite.

Aplicacién del extracto de
maiz morado y una de gato

en la elaboracién de
bebidas funcionales
empleando Stevia y
sacarosa.

Aplicacion de zinc vy
alginato de sodio a

antocianinas de maiz
morado empleadas en una
bebida. Esta combinacion
incremento la estabilidad
de las antocianinas hasta
por 12 semanas.

Las condiciones de
horneado de galletas
presentan potencial para la
liberacion de compuestos
fendlicos, sin embargo, es
necesario realizar ajustes
en el proceso de coccion
debido a la perdida de
antocianinas e incluso la
adicion de acido citrico
mejorar el contenido de
compuestos fendlicos.

Barba et al. (2022)

Purba et al. (2020)

Flores-Aguilar
Rivera (2018)

Luna-Vital et al. (2018)

Zilié et al. (2016)

y Flores-
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2.22.Uso de pigmentos en alimentos

Lo primero que percibe el consumidor de un alimento es su color, lo que influye
en la aceptacion o rechazo, es relacionado segun la percepcion del consumidor
con la calidad del alimento (Sant’Anna et al., 2013). La mayoria de los alimentos
incluye en su proceso colorantes azoicos. Los de mayor uso son amarillo (5y 6),
rojo (2, 4, y 40) y naranja (B). La ventaja de emplear colorantes sintéticos en la
industria de los alimentos se da por la amplia gama de tonalidades ademas de la
estabilidad, no presentan sabor o aroma en la matriz alimentaria de uso (Badui,
2006).
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3. SEPARACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS DE OLOTE
DE MAiZ MORADO (Zea mays L.)

Resumen

Las variedades maiz (Zea mays L.) han crecido en importancia por su contenido
de compuestos bioactivos, principalmente antocianinas. El olote es un
subproducto de este cultivo y en algunas regiones es usado para elaborar
artesanias. El objetivo fue evaluar el uso de extraccién acuosa en dos fases
(ATPE) basada en etanol, citrato de sodio y acido citrico para separar
antocianinas, fenoles totales, flavonoides, proantocianidinas y azucares totales
de olote de maiz morado de la regién de Juchitepec, México. Se trabajo con
cuatro poblaciones de maiz morado: Negro de Ixtenco (P5), Negro de Ixtenco x
Negro de Peru (P6), Azul x Negro de Ixtenco (colecta 7247B; P7) y Azul x Negro
de Ixtenco (colecta 7246B; P8). Se evaluo el efecto de la temperatura (25, 40 y
55°C), tiempo de agitacion (0, 15, 30, 45 y 60 min a 175 rpm) y tiempo de
sonicacion (0, 30 y 120 s) en el potencial de separacion de compuestos mediante
ATPE. Las mejores condiciones se obtuvieron con un sistema basado en 8.25%
de citrato de sodio, 2.75% de acido citrico y 49.0% de etanol, temperatura de
separacion de 25 °C, aplicacidon de agitacion a 175 rpm y 120 s de sonicacion.
Los resultados indicaron que las poblaciones P5 y P6 tuvieron mayor
concentracion (base seca) de antocianinas (1678.8 £ 6.1 y 1651.8 £ 11.7 mg
ECy/100 g), fenoles (4678.1 £ 149.0 y 4740.1 £ 170.8 mg EAF/100 g), azucares
totales (10917.4 + 140.7 y 8654.1 + 64.6 mg EG/100 g) y flavonoides (5781.7 =
81.8 y P6 6238.8 + 119.6 mg EQ/100 g, respectivamente). Se obtuvieron fases
superiores de los sistemas ATPE, a partir de las poblaciones P5 y P6, con
contenido total de antocianinas de 0.26 £ 0.00 y 0.31 £ 0.00 mg ECy /mL, de
fenoles de 3.91 + 0.01 y 4.02 £ 0.02 mg EAF/mL, proantocianidinas de 42.49 +
0.24 y 53.76 + 0.60 mg EC/mL, de flavonoides de 6.55 + 0.20 y 7.51 £ 0.30 mg
EQ/mL y de azucares totales de 10.26 £ 0.17 y 10.54 + 0.03 mg EG/mL,
respectivamente. Se realizaron pruebas de pigmentacion en yogur y tamales
dulces, con lo que se demostré que las antocianinas del olote de maiz pueden
ser una alternativa para sustituir colorantes artificiales.

Palabras clave: Zea mays L., antocianinas, compuestos bioactivos, olote
morado, sistemas acuosos bifasicos.
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SEPARATION OF BIOACTIVE COMPOUNDS FROM OLOTE OF
PURPLE CORN (Zea mays L.)

Abstract

Corn (Zea mays L.) varieties have grown in importance due to their content of
bioactive compounds, mainly anthocyanins. The olote is a byproduct of this crop
and in some regions it is used to make handicrafts. The objective was to evaluate
the use of aqueous two-phase extraction (ATPE) based on ethanol, sodium
citrate, and citric acid to separate anthocyanins, total phenols, flavonoids,
proanthocyanidins, and sugars from purple corn olotes from the Juchitepec,
Mexico region. Four purple corn populations were used: Negro de Ixtenco (P5),
Negro de Ixtenco x Negro de Peru (P6), Azul x Negro de Ixtenco (collection
7247B; P7), and Azul x Negro de Ixtenco (collection 7246B; P8). The effect of
temperature (25, 40 and 55 °C), stirring time (0, 15, 30, 45 and 60 min at 175
rom), and sonication time (0, 30 and 120 s) on the separation potential of
compounds by ATPE was evaluated. The best conditions were obtained with a
system based on 8.25% sodium citrate, 2.75% citric acid and 49.0% ethanal,
separation temperature of 25 °C, application of stirring at 175 rpm, and 120 s of
sonication. The results indicated that populations PS5 and P6 had higher
concentrations (dry basis) of anthocyanins (1678.8 + 6.1 and 1651.8 + 11.7 mg
ECy/100 g), phenols (4678.1 + 149.0 and 4740.1 + 170.8 mg EAF/100 g), total
sugars (10917.4 £ 140.7 and 8654.1 + 64.6 mg EG/100 g), and flavonoids (5781.7
1+ 81.8 and P6 6238.8 + 119.6 mg EQ/100 g, respectively). Superior phases from
the ATPE systems were obtained from populations P5 and P6, with total
anthocyanin contents of 0.26 + 0.00 and 0.31 £ 0.00 mg ECy/mL, phenols of 3.91
1+ 0.01 and 4.02 £ 0.02 mg EAF/mL, proanthocyanidins of 42.49 + 0.24 and 53.76
+ 0.60 mg EC/mL, flavonoids of 6.55 + 0.20 and 7.51 £ 0.30 mg EQ/mL, and total
sugars of 10.26 £ 0.17 and 10.54 + 0.03 mg EG/mL, respectively. Pigmentation
tests were carried out on yogurt and sweet tamales, which showed that
anthocyanins from olotes can be an alternative to replace artificial colorings.

Key words: Zea mays L., anthocyanins, aqueous biphasic systems, bioactive
compounds, purple olotes.
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3.1. Introduccién

El maiz azul y morado ha adquirido gran interés por su alto contenido en
antocianinas y propiedades bioactivas (Mendoza-Mendoza et al., 2023) y por las
propiedades antioxidantes que estos compuestos exhiben, que pueden ser
benéficas para la salud (Francavilla &Joye, 2020). Por ello, se ha enfatizado la
importancia de preservar estas propiedades a través del control de las
condiciones de proceso durante etapas de transformacion, como la
nixtamalizacion (Gutiérrez-Llanos et al., 2023). Por otro lado, la presencia de
antocianinas no es exclusiva del grano en estas especies vy, tras el
procesamiento, quedan subproductos, tales como el olote o corazén de la
mazorca de maiz, que comunmente se destina al consumo animal. En efecto, el
cultivo del maiz produce, después de la cosecha del grano, diferentes tipos de
residuos agricolas, entre ellos cascara (8.4%), hojas (18.5%), tallos (57.8%) y
olote (12.2%). El olote de maiz es un residuo que se produce después de la
cosecha y la extraccidon de los granos, ya sea mediante una maquina o
manualmente (Castorina et al., 2023). En virtud del alto contenido de compuestos
bioactivos en esos residuos principalmente en olotes de color morado, presentan
antioxidantes (antocianinas) (Castorina et al., 2023; Jing & Giusti, 2005), es
factible el incremento de su valor agregado a través de su canalizacién a
procesos de extraccion que deriven en concentrados de antocianinas, que
eventualmente se pueden usar en la fortificacion de otras matrices alimenticias o

en industrias de pigmentos o cosméticos (Colombo et al., 2021).

La forma tradicional de extraer antocianinas consiste en moler, secar o liofilizar
el material vegetal, para después remojarlo en una mezcla de disolvente y agua
con o sin acido, bajo ciertas condiciones de temperatura (Monrad et al., 2010).
Otros métodos de aplicacion mas reciente incluyen la extraccidon asistida con
ultrasonido, la extraccidbn con microondas, la extraccidon con enzimas y la
extraccion con fluidos supercriticos (Tena & Asuero, 2022; Zhang et al., 2022).
En cualquier caso, el uso de antocianinas provenientes de diversas fuentes

vegetales enfrenta dos problemas. Por un lado, con frecuencia hay alto contenido
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de azucares, principalmente glucosa y fructosa (Forney et al., 2012) o almidén,
como puede ocurrir en el caso de maiz (Rojas-Molina et al., 2024). Por otro lado,
esta la necesidad de concentrar los compuestos para su uso como ingrediente
en un alimento. Al final, el uso de técnicas tradicionales para resolver estos
problemas requiere de un manejo a través de distintas etapas. De hecho, el
aislamiento y purificacion de antocianinas puede implicar la aplicacién de
métodos de separacion complementarios tales como la extraccion en fase sélida,
la cromatografia de intercambio catidénico, la combinacién de ambas, la
extraccion liquido-liquido, el uso de resinas de adsorcion/desorcién o el uso de
cromatografia de liquidos de alta y media resolucién (Ahmadiani et al., 2019;
Pangestu et al., 2020; Zhang et al., 2022).

En forma alternativa, se ha demostrado que el uso de extraccién acuosa en dos
fases puede atender, tanto la reduccidn de azucares (Sandate-Flores et al.,
2020), como la concentracién de los pigmentos naturales por procedimientos no
térmicos (Rodriguez-Herrera et al., 2023) en una sola operacion, lo que le
confiere ventaja sobre otras opciones de separacion. La extraccion acuosa en
dos fases se puede desarrollar con la mezcla de dos polimeros, la mezcla de un
polimero y una sal (Raja et al., 2011) o bien la mezcla de un solvente organico y
una sal (Garcia-Cruz et al., 2021; Rodriguez-Salazar & Valle-Guadarrama, 2020),
los cuales, en funcién de la concentracién pueden formar dos fases inmiscibles
que favorecen la separacion de los compuestos. Durante el desarrollo del sistema
es fundamental la presencia de los dos tipos de componente, pues la formacién
de fases depende de un mecanismo de exclusion salina o “salting-out’ (Gomes
etal., 2017). Si bien los sistemas polimero-sal constituyen la manera mas comun
de implementar la técnica, el uso de solventes organicos ofrece una manera mas
directa eliminarlos al final mediante evaporacion (Garcia-Cruz et al., 2021), lo
cual es una ventaja. En el caso de antocianinas, la técnica se ha usado con
sistemas que han incluido sales como sulfato de amonio (Liu et al., 2013) o sulfato
de magnesio (Jiménez-Velazquez et al., 2020). Pese a eso, el eventual uso de
los extractos en matrices alimenticias obliga a considerar las concentraciones

residuales de la sal usada y que éstas no sean toxicas. En tal sentido, se ha
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argumentado que el uso de citrato de sodio puede ser una alternativa factible de
ser aprobada por los organismos correspondientes. Las antocianinas son
estables en el rango de pH de 3.0 a 5.0, principalmente (Lee et al., 2005) y fuera
de ese rango pueden experimentar degradacion. A este respecto, Hernandez-
Rodriguez (2023) demostré que el uso de un sistema basado en acetona, citrato
de sodio y acido citrico provee un medio adecuado para extraer antocianinas
atendiendo el control de pH. Sin embargo, la presencia de cantidades residuales
de acetona puede ser una desventaja para un potencial uso de los extractos en
alimentos, lo que plantea la necesidad de explorar el uso de un solvente, tal como
etanol, que no exhiba esos problemas. En tal contexto, el objetivo del trabajo fue
evaluar las condiciones de operacion de un procedimiento de extraccién acuosa
en dos fases para separar compuestos bioactivos del olote de maiz para

incrementar el valor agregado de este subproducto.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Material vegetal

Se utilizaron 4 poblaciones (Cuadro 8) de olotes de maiz morado (Zea mays L.)
colectadas en el municipio de Juchitepec, Estado de México (19°06'08”"N vy
98°52’45”0; 2,650 m sobre el nivel del mar). Se cosecharon en el mes de enero
de 2024.

Cuadro 8. Identificacion de las poblaciones utilizadas.

Caddigo Poblacién
P5 Negro de Ixtenco
P6 Negro de Ixtenco x Negro de Peru

P7 Azul x Negro de Ixtenco (colecta 7247 B)
P8 Azul x Negro de Ixtenco (colecta 7246 B)
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3.2.2. Molienda

Los olotes secos se molieron en un molino de martillos (FT-MM-02, JERSA, Méx.)
y posteriormente el polvo obtenido se tamizé en un tamiz malla 40, con un tamano
de particula aproximado de 425 micrometros (um) y se almacend en oscuridad a
25 °C (temperatura ambiente). Después del analisis proximal fueron

almacenados en un congelador (FC70D6BGX, Hisense, China).
3.2.3. Extraccion convencional

Se utilizé como disolvente metanol (MeOH) al 80% (v/v) acidificado con 1% acido
trifluoroacético (TFA). Se pesaron 0.02 g de polvo de olote y se colocaron en
tubos eppendorf ® de 2 mL de capacidad, se agregaron 1.9 mL del disolvente y
en seguida las muestras se sonicaron por 15 minutos en un bafio Branson®
(M1800H, USA), posteriormente se dejaron reposar en congelacion por 105 min.
y se centrifugaron a 2200xg por 10 min. El sobrenadante se recuperd y al residuo
se le hizo una segunda extraccion bajo las condiciones antes mencionadas. Los

extractos de la primera y segunda extraccion se juntaron y aforaron a 4 mL.
3.2.4. Color

El color se determiné en el polvo de olote de cada poblacion experimental
mediante un colorimetro Hunter Lab (Mini Scan XE Plus 45/0-L, USA). Los
resultados se expresaron como luminosidad (L), croma (C) (Ecuacion 1), angulo
de tono (H°) (Ecuacién 2) y cambio de color (AE*)(Ecuacién 3) (McGuire, 1992).

C =+Va?+ b? (Ecuacion 1)

o _ b ‘.
H° = arctan (a) (Ecuacion 2)
AE* =~Aa + Ab + AL (Ecuacion 3)
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3.2.5. Elaboracién del diagrama de fases

Para la construccion del diagrama binodal se usé etanol, citrato de sodio (40%) y
acido citrico (40%). Se utilizé el método titulacién turbidimetrica descrito por
Jiménez-Velazquez et al., (2020). En un tubo Pyrex® de 70 mL se pesaron 3 g
de la solucion de citrato de sodio y 1 g de la solucion de acido citrico. Se agrego
gota a gota etanol grado 96 y se agité en un Vortex Mixer (Cole-Parmer, USA),
se registré el peso de cada gota agregada, se agitd y asi consecutivamente hasta
obtener una apariencia turbia. En este cambio, se agregd agua desionizada gota
a gota y de igual forma registrando el peso del sistema; después de cierta
cantidad agregada la solucion se torno transparente. Después se volvio a agregar
gota a gota etanol grado 96 hasta llegar a la turbidez y luego agua desionizada
hasta llegar a la transparencia. El proceso se repitié cuantas veces fue necesario
y en todo el proceso se registro el peso del sistema al agregar las soluciones. Se

realizé por triplicado.

Con los datos obtenidos se realizé un balance de materia. Después de realizar el
balance de materia con los datos obtenidos de las tres repeticiones realizadas de
la fase del punto de turbidez se graficaron y se ajustaron a la ecuacion de
Merchuk et al. (1998) Ecuacion (4).

y=axexp (bx*x% —cxx3) (Ecuacion 4)

Las concentraciones de los estados de turbidez se graficaron y se formé una
curva binodal. se identificd los extremos A (1.8998, 60.3384) y B (30.2394,
24.6531), con estos valores se traz6 una linea principal de operacion. Esto en

conjunto constituye el diagrama binodal de fases.

Relacion de volumen: para cada punto equidistante en la linea de operacion se
calculé la relacion de volumen (Vr) (Raja et al., 2011) (Ecuacion 5), Vsyp indica la
fase superior (mL) que es la fase etanolica y Vins el volumen de la fase inferior
(mL) que esta compuesta por la combinacion de las sales de citrato de sodio y
acido citrico.

__Vsup

Vr = —
vinf

(Ecuacion 5)
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Rendimiento de extraccion: después de evaluar la concentracion de los
compuestos bioactivos de interés se evalud el rendimiento de extraccion para la

fase superior (Ecuacion 6) e inferior (Ecuacion 7).

CsVs

Ry = ———x 100 (Ecuacion 6)
CsVs+CiV;
CiVi 'y
R; =————%100 (Ecuacion 7)
CsVs+CiV;

3.2.6. Seleccién del punto de operacién

Se identificaron cinco puntos equidistantes (C, D, E, F, G) en la linea principal del
diagrama de binodal de fases para la formacion de sistemas ATPE. Para cada
punto se pesaron las cantidades requeridas de etanol y citrato de sodio — acido
citrico para un sistema de 30 g, los reactivos se disolvieron con agua desionizada.
Para la extraccion se usaron 0.2 g de muestra, los cuales fueron agregados a los
sistemas de ATPE, posteriormente se agitaron en un Vortex Mixer (Cole-Parmer,
USA) por 1 min. Posteriormente se dejo reposar por 10 min. Cuando las fases se
formaron, se midié el volumen de cada fase, pH y la concentracion de

antocianinas totales (ANT) en ambas fases.
3.2.7. Evaluacion del efecto de la temperatura

El sistema de extraccion acuosa en dos fases se prepar6 en las concentraciones
elegidas en la etapa anterior y se repitioé el procedimiento descrito en la misma,
excepto que el tiempo de agitacién en orbital a 175 rpm durante 1 h, se llevo a
cabo a distintas temperaturas a 25°C, 40 °C y a 55 °C. el resto del procedimiento
fue igual al realizado en la etapa anterior. Cuando las fases se formaron, se midio
el volumen de cada fase, pH y la concentracion de antocianinas totales (ANT) en

ambas fases.
3.2.8. Tiempo de agitacion previa a la extraccion acuosa en dos fases

Se preparo el sistema de extraccidon acuosa en dos fases en las mejores

concentraciones elegidas previamente. El sistema se trabajé bajo la mejor
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temperatura identificada en la etapa anterior y se aplico agitacién en orbital a 175
rom durante diferentes tiempos, que variaran de 0, 15, 30, 45 y 60 min. Cuando
las fases se formaron y después del reposo de 10 min, se midié el volumen de

cada fase, pH y la concentracion de antocianinas totales (ANT) en ambas fases.
3.2.9. Extraccion acuosa en dos fases auxiliada con ultrasonicacion

Se preparo el sistema bajo las mejores condiciones encontradas en las etapas
anteriores. Las unidades se sometieron a ultrasonicacion en Bafio Branson
(M1800H, USA), con una frecuencia de onda constante (70 W, 40 kilohertzios
(kHz) con tiempos de 0, 30 y 120 segundos. Posteriormente, se agitaron en orbital
(ISHD16HD6, Ohahus, USA.) a 175 rpm.

3.2.10. Antocianinas totales (ANT)

Extraccidon convencional. La determinacion se hizo por espectrofotometria. En
una microplaca de 96 pozos previamente distribuida, se colocaron 200 pL de
extracto. La lectura de la microplaca se realizé a 530 nm en un espectrofotometro
(Epoch, Biotek instruments, Winooski, VT, USA). La cuantificacion se basé en
una curva estandar de cianidina. Los resultados se expresaron como mg

equivalentes de cianidina (ECy mg/ 100 g).

Extraccion utilizando el sistema acuoso en dos fases. La determinacién se realizé
por espectrofotometria. Se siguidé la misma metodologia para la extraccion
convencional. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de cianidina

por mL de extracto (mg ECy/mL).
3.2.11. Fenoles Solubles (FS)

Se empled el método de Folin-Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965) con algunas
modificaciones. En el pozo de una microplaca se agregaron 25 L de extracto,
125 L de agua destilada, 20 pL de la disolucion del reactivo de Folin-Ciocalteu
(0.2 N) y 30 pL de carbonato de sodio al 20%. La mezcla se dejé reposar durante
30 minutos en oscuridad. La lectura se realizé a 760 nm en un espectrofotometro
(Epoch, Biotek instruments, Winooski, VT, USA). La cuantificacion se bas6 en
una curva estandar de acido ferulico. Los resultados se expresaron como mg
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equivalentes de acido ferulico (mg EAF/100 g de muestra) y en mg equivalentes
de acido ferulico por mL de extracto (mg EAF/mL de extracto), para el caso de la

evaluacion de los sistemas de extraccion bifasicos.
3.212. Proantocianidinas (P)

Se utilizé el método de Kubola y Siriamornpun (2011) con algunas
modificaciones. En tubos de ensayo, se colocaron 20 pL de extracto, a los cuales
se le agregaron 180 uL de metanol grado HPLC, 1200 pL de vainillina al 4% (en
metanol HPLC) y 600 pyL de acido clorhidrico concentrado. La mezcla se dejo
reposar durante 30 minutos en oscuridad. La lectura se realizé a 500 nm en un
espectrofotometro UV-Vis (DR 500 UV-Vis HACH, USA). Se construy6 una curva
de calibraciéon de catequina con concentraciones de 500 a 4000 pg/mL (R?=
0.9921). La concentracion de proantocianidinas se calculé en mg equivalentes de
catequina por 100 g de muestra (mg EC/100 g de muestra) y en mg equivalentes
de catequina por mL de extracto (mg EC/mL de extracto) para el caso de la

evaluacion de los sistemas de extraccion bifasicos.
3.2.13. Flavonoides totales (FT)

Se utilizé el método descrito por Samatha et al. (2012). En tubos de ensayo se
colocaron 500 pL de extracto, a los cuales se les agregaron 2000 uL de agua
destilada, 150 uL de nitrito de sodio al 5 %, dejandose reposar durante 6 minutos.
Después, se adicionaron 150 uL de tricloruro de aluminio al 10 % y se dejo
reposar 6 minutos mas. Posteriormente, se agregaron 2000 uL de hidréxido de
sodio al 4 % y 200 pL de agua destilada. La mezcla se dejé reposar durante 15
minutos en oscuridad, y se realizo la lectura a 510 nm en un espectrofotdmetro
UV-Vis (DR 500 UV-Vis HACH, USA). Se construy6 una curva de calibracién de
quercetina en concentraciones de 10 a 400 pyg/mL (R?=0.9942). Los resultados
se expresaron como mg equivalentes de quercetina por 100 g de muestra (mg
EQ/100 g de muestra) y en mg equivalentes de quercetina por mL de extracto

(mg EQ/mL) para el caso de la evaluacion de los sistemas de extraccion bifasicos.
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3.2.14. Azucares totales (AT)

Se emple6 el método descrito por DuBois et al. (1956) con algunas
modificaciones propuestas por Safafik y Santrackova (1992). De cada fase se
tomaron 100 uL, a los cuales se les agregaron 500 pL de fenol al 5% y 2500 pL
de acido sulfurico concentrado. Se dejo reposar por 15 min y la lectura realiz6 a
490 nm en un espectrofotometro UV-Vis (DR 500 UV-vis HACH, USA). Se
construyé una curva de calibracidn con glucosa, con concentraciones que
oscilaron de 113.21 a 802.40 yg/mL (R?= 0.9927). Los resultados se expresaron
como mg de glucosa por 100 g de muestra (mg EG/100 g de muestra) y en mg
de glucosa por mL extracto (mg EG/mL de extracto) para el caso de la evaluacion

de los sistemas de extraccion bifasicos.
3.2.15. Analisis proximal

Se determiné el contenido de humedad, proteina cruda, extracto etéreo, cenizas,
fibra cruda y carbohidratos (AOAC, 2000).

3.2.16. Evaluacién del pigmento

Yogur. El punto D del diagrama binodal de fases se preparo con un peso total de
250 g y 1.67 g de muestra. Se recupero6 el etanol de la fase superior de un
volumen inicial de 220 mL a un volumen final de 36 mL, en un rotavapor (Buchi
R-300, Suiza) a 45°C, 121 revoluciones por minuto (rpm) a una presién de 70-71
milibar (mbar). Se usé yogur natural endulzado comercial (Lala S.A.B. de C.V.,,
México) y se hicieron pequefios lotes con 5 gramos cada uno a los cuales se les
adicion6 una concentracién de extracto conocida (0 - 2.3%), se mezcld para
homogenizar y después se evalué luminosidad (L), angulo de tono (H°) y croma
(C) usando un colorimetro Hunter Lab (Mini Scan XE Plus 45/0-L, USA). Los
datos obtenidos se analizaron con el sotfware Sigma Plot (SPSS, 2000) y se
determind para cada poblacion la cantidad de extracto necesario para obtener un

angulo de tono (H°) constante.

Se prepararon lotes de 25 g de yogur a los cuales se les adicion6 extracto definido

de las poblaciones P5 y P6. Los lotes se almacenaron a 4 (+ 2) °Cy a 25 °C
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(temperatura ambiente) durante 30 dias se evalud color en términos de L, H®, C

en diferentes tiempos y pH.

Tamales. El punto D del diagrama binodal de fases se preparé con un peso total
de 400 g y 2.7 g de muestra. Se recupero el etanol de la fase superior de un
volumen inicial de 310 mL a un volumen final de 66 mL, en un rotavapor (Buchi
R-300, Suiza) a 45°C, 121 revoluciones por minuto (rpm) a una presién de 70-71
milibar (mbar). Se trabajé con harina nixtamalizada comercial marca San Blas ®,
materia grasa (Nutrioli, RA-GASA ®), leche condensada (La lechera, Nestlé ®),
polvo para hornear (Royal, Mondelez ®), bicarbonato de sodio (Promessa ®) y
leche (Valley foods ®). Se prepard una formulacion de masa para tamal con los
ingredientes antes mencionados. La masa ya preparada se dividio en lotes de 22
g alos cuales se les adicion6 una concentraciéon de extracto conocida. Se mezclo
para homogenizar y después se cocieron. Antes y después de cocidos se evalud
luminosidad (L), angulo de tono (H°) y croma (C) usando un colorimetro Hunter
Lab (Mini Scan XE Plus 45/0-L, USA). Los datos obtenidos se analizaron con el
sotfware Sigma Plot (SPSS, 2000) y se determiné para cada poblacion la
cantidad de extracto necesario para obtener un angulo de tono (H®) constante.

Se prepararon lotes de 20 g de masa para la curva de pigmentacion, a los cuales
se les adicioné extracto definido de las poblaciones P5 y P6. Se evalué color en

términos de L, H°, C y cambio de color antes y después de cocidos.
3.2.17. Anadlisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar para el analisis de los datos y pruebas
de comparacion de medias de tratamiento con el estadistico de Tukey, con un
nivel de significancia de 0.05. Los datos se analizaron usando el paquete
estadistico R Core Team (2023).
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3.3. Resultados y discusién

3.3.1. Caracterizacion del material vegetal

De las cuatro poblaciones de estudio, solo dos poblaciones presentaron mayor
concentracion de antocianinas. La poblacion P5 y P6 (Cuadro 9)
estadisticamente diferentes a las poblaciones P7 y P8. Las poblaciones P7 y P8
comparten la misma genealogia, pero diferente colecta por lo cual su

concentracion de antocianinas es similar.

Los resultados obtenidos para las poblaciones P5 y P6 son superiores a los
reportados por Mendoza-Mendoza et al. (2020) para los grupos y la poblacion IlI-
43 (1.3765 g/100 g) raza Cacahuacintle con olote morado, 1-34 (1.1022 g/100 g)
y 1-13 (0.1004 g/100 g) olote de maiz morado, asi como para TB/KND//PF10
(1176.5 mg CGE/g 100 DW), TB/KND//PF3 (1455.4 mg CGE/g 100 DW)
(Khamphasan et al., 2018) y, a la variedad KND (18.39 mg/ 100 g de extracto)
(Ratha et al., 2023). También son superiores a las concentraciones de
antocianinas en el olote de Canta (13.359 mg/g), La Joya (14.751 mg/g), y al
rango reportado para olote morado de 6.17 a 6.54 mg/g (Monroy et al., 2016). Sin
embargo, son inferiores a los valores obtenidos para la muestra PM 581 (20.595
mg/g) (Quispe-Jacobo et al., 2011), y TB/KND/PF14 (1733.3 mg CGE/g 100 DW)
y TB/KND//PF8 (2022.1 mg CGE/g 100 DW) (Khamphasan et al., 2018), asi como
para el olote morado (34 g/100 g) (de Pascual-Teresa et al., 2002). No obstante,
los valores obtenidos para P5 y P6 son similares a los reportados para
TB/KND//PF15 (1654.4 mg CGE/g 100 DW) TB/KND/PF16 (1677.8 mg CGE/g
100 DW) (Khamphasan et al., 2018).

El contenido de antocianinas en los olotes peruanos cantefio (2.8 mg/g), MM (3.8
mg/g) e INIA-601 (3 mg/g) son inferiores a las poblaciones analizadas. Estas
variedades fueron cultivadas en cinco localidades diferentes, lo cual influye en el
desarrollo de la planta y por ende en el contenido de antocianinas total (Atalaya
& Hoyos, 2022), ya que dos de estas variedades al ser cultivadas en una regién

diferente, en Cajamarca, Peru; la concentracion obtenida de antocianinas fue casi
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del doble. Teniendo concentraciones para INla-601 de 7.9 mg/g y 7.2 mg/g para
MM (Rabanal-Atalaya & Medina-Hoyos, 2022).

La extraccion empleando metanol 80% + 1% de TFA mejora el proceso de
extraccién de antocianinas comparado con otros solventes como lo es agua,
etanol acidificado y agua purificada acidificada, tal como lo reporta Jeong et al.,
(2015) al usar agua destilada y un tiempo de extraccion total de 24 horas obtuvo
24.6 mg/g de cianidina, si bien la concentracion total es superior a la que
presentan las muestras P5 y P6. Las concentraciones de las poblaciones P5 'y
P5 poblaciones se obtuvieron al realizar una doble extraccién lo que da un total

de 4 horas que, comparado con el tiempo reportado por el autor, es menor.

Es importante mencionar el limitante de extraer antocianinas con estos solventes
que causan dafos a la salud al ser ingeridos o al ser mal purificado el extracto y
queden residuos de estos.

Cuadro 9. Composicidn fitoquimica de la harina del olote de maiz morado,
cultivado en Juchitepec, Estado de México en el ciclo P-V, 2023.

Antocianinas Fenoles Flavonoides Azucares
Poblacion (mg ECy) solubles (mg EQ) totales
(mg EAF) (mg EG)

P5 1678.2 + 6.1 4678.1 £+149.0 5781.7+81.8 10917.4 +
a a b 140.7 a

P6 1651.8 +11.7 4740.1+£170.8 6238.8 + 8654.1 + 64.6
a a 119.6 a b

P7 748.7 £+59.8 2743.7 +156.9 31351+23.3 5231.9+81.5
b b o] o]

P8 818.3+ 151 2767.2+152.7 3196.7 £54.7 5267.0+£29.9
b b c c
P5: Negro de Ixtenco, P6: Negro de Ixtenco x negro de Peru, P7: azul x negro de Ixtenco (colecta
7247 B) y P8: azul x Negro de Ixtenco (colecta 7246 B). Los datos estan reportados como media
+ desviacion estandar, se realizaron por triplicado (n=3). En mg - 100 g-' de muestra base seca.
Las letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencias significativas (Tukey, 0.05).
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El contenido de fenoles solubles expresado como acido ferulico es mayor en las
poblaciones P5 y P6 en comparacion con las poblaciones P7 y P8. Sin embargo,
la concentracion de las cuatro poblaciones es superior a lo reportado para el
extracto de olote de la variedad KND (0.96 mg/g de extracto) (Ratha et al., 2023)
y para el maiz morado en los genotipos MMB (99.48 mg/100 g) y MPP (144.86
mg/100 g) (Rodriguez-Salinas et al., 2020). Los compuestos fendlicos en las
poblaciones P7 y P8 son inferiores a los reportados para PM-581 (Z. mays L. cv.
La Molina), que presenta concentraciones de 3240-3516 mg/100 g (Jing et al.,
2007). Sin embargo, las poblaciones P5 y P6 registraron valores superiores a los

de esta variedad.

La concentracibn de azucares totales es mayor en la poblacién P5 en
comparacion con las poblaciones P7 y P8, las cuales presentan una
concentracion similar entre si. Ademas, estas concentraciones son inferiores a
las reportadas por Gullon et al. (2020), quienes informaron un valor de 166.4 mg/g
para el olote morado en condiciones éptimas de extraccion pH 2.5, 300 min, 112.5
°C utilizando un procedimiento hidrotérmico. Sin embargo, el disolvente de
extraccion para las poblaciones fue Metanol 80% mas 1% de acido
trifluoroacético (TFA) presentd un pH en el rango de 1 a 2, lo cual pudo intervenir
en la ruptura de las estructuras de los carbohidratos presentes en la muestra. Se
aplicé una segunda extraccion, la muestra tuvo mayor interaccion con el medio
de extraccion ademas se aplicé sonicacion en un bafo Branson® (M1800H, USA)
durante 15 min y un tiempo de reposo de 145 min. Al emplear el método de
azucares totales propuesto por DuBois et al. (1956) con algunas modificaciones
propuestas por Safafik y Santriékova (1992), todos los carbohidratos
(oligosacaridos y polisacaridos) pueden ser cuantificados debido a la reaccion
acida que producen monosacaridos (Cordoba et al., 2013). También, es preciso
considerar la composicion del olote, Cérdoba et al. (2013) reportd el contenido
de celulosa 45%, hemicelulosas 33.6% y lignina 15.8% (p-hidroxifenilo, guayacilo
y siringilo). Entre estos compuestos se ha presentado un interés particular en los
polisacaridos y los antioxidantes por el alto potencial para la obtencion de

compuestos bioactivos (Gullon et al., 2020).
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La concentracion de flavonoides equivalentes de quercetina varia entre las
poblaciones, siendo la poblacion P6 la que presenta mayor concentracion,
mientras que las poblaciones P7 y P8 tienen las concentraciones mas bajas. Sin
embargo, estas concentraciones son superiores a lo reportado por Gullon et al.
(2020), con 22. 8 mg RE/g (Equivalentes de rutin) para olote morado, y para el
olote cultivado en tierras bajas (492 mg/100 g) y tierras altas (1160 mg/100 g)
(Ranilla et al., 2021).

El olote residual de la cosecha de maiz morado cultivado en la region de
Juchitepec, Estado de México presenta un alto contenido de compuestos
bioactivos de interés que pueden ser aplicados en diversas industrias. Es preciso
incrementar la valorizaciéon de estos residuos mediante la extraccion de los

compuestos antes analizados y aplicarlos en los productos alimenticios.
3.3.2. Color

Los valores obtenidos para el angulo de tono (H°) en particular la poblacién P5
presenta un valor menor comparado con la poblacion P7, esto indica que P5 es
mas cercana a un tono rojo (Figura 14). Esto puede sugerir que esta poblacién
podria tener una concentracion mayor de antocianinas. El resto de las
poblaciones presentan valores mas cercanos entre si, lo cual al ser graficados
puede apreciarse que tienden a un tono rojo-naranja. Sin embargo, como se
puede apreciar en la Figura 14, el olote molido contiene pequefias particulas no
pigmentadas las cuales afectan la medicion de color. Esto se debe a que, durante
el proceso de la molienda, se integran componentes pigmentados y no

pigmentados provenientes de las diferentes partes del olote (Figura 10).

Los valores de H° (Figura 14) para las poblaciones de estudio son superiores al
valor minimo reportado para las poblaciones de olote de Tepatitlan, Jalisco
(11.34°) y de la Huerta, Jalisco (10.64°), pero inferiores al valor maximo
observado que es 38.77° y 43.47°respectivamente, reportados por Aguilar-
Hernandez et al. (2019) para el olote de maiz peruano cultivado en Tepatitlan,

Jalisco.
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El valor de H° para la poblacion P5 fue de 17.04° + 4.07 es inferior al reportado
por Rodriguez-Salinas et al. (2020) para la harina de maiz morado con valores
entre 19.63 y 87.05. Sin embargo, los valores de H° para el resto de las
poblaciones (P6, P7, y P8, Figura 14) se encuentran dentro del intervalo antes

mencionado.

En todas las poblaciones analizadas el angulo de tono fue menor que lo reportado
por Salinas-Moreno et al. (2012) para el maiz azul (80.3°), rojo claro (57.3°) y rojo
magenta (45.9°) de Chiapas. La poblacién P6 mostré un valor superior al
reportado para el maiz peruano (11.87°) por Salinas-Moreno et al. (2005),
mientras que la poblacion P7 presentd un valor similar al reportado por Mendoza-
Mendoza et al. (2017) para una de las lineas S2 con color de grano azul oscuro
(25.5°). Ademas, las poblaciones P5, P6 y P8 mostraron valores inferiores a los

reportados en las lineas So.

Los valores de C (Figura 14) de las poblaciones son similares entre si, lo cual
indicd que presentan el mismo nivel de intensidad o pureza. Segun Salinas-
Moreno et al. (2012) una tonalidad mas oscura es asociado al mayor contenido
de antocianinas. Las lecturas obtenidas para las poblaciones son mayores a las
reportadas por Rodriguez-Salinas et al. (2020) para harina de maiz morado,
donde el valor minimo para el genotipo PCA es 7.18 y el valor maximo para PTE
8.33. También superan los valores reportados para las lineas S2 de maiz morado
de color morado intenso de San Juan de Ixtenco, Tlaxcala, que varian entre 3.1
y 3.2 (Mendoza-Mendoza et al., 2017). Sin embargo, los valores de C para las
poblaciones P5, P6, P7 y P8 estan por debajo de valor maximo reportado para
las poblaciones de olote morado de origen peruano analizados por Aguilar-
Hernandez et al. (2019), que son 13.7 para la poblacién de Tepatitlan, Jalisco y

14.98 para la poblacién de la Huerta, Jalisco.

La poblacion P6 presento un valor para C superior al reportado para el maiz
peruano (4.98) por Salinas-Moreno et al. (2005). Por otro lado, el valor de C para
la poblacién P7 es similar al reportado por Salinas-Moreno et al. (2012) para maiz
azul (11.1) de Chiapas.
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Las poblaciones P5 y P6 muestran un valor inferior de luminosidad al de las
poblaciones P7 y P8. Es decir, las poblaciones con el valor menor presentan una
tonalidad mas oscura. La luminosidad va de 0 a 100, donde O representa el
extremo mas oscuro y 100 es el mas claro. Para valores de L (Figura 14), las
poblaciones presentan valores mayores que los reportados por Aguilar-
Hernandez et al. (2019) para olote de maiz morado cultivado en Tepatitlan,
Jalisco (20.06%) y de la huerta, jalisco (24.66%). Sin embargo, los valores de L
de las poblaciones P5, P6, P7 y P8 siguen siendo menores en comparacion con
los resultados reportados por Salinas-Moreno et al. (2012) en granos de maiz
azul (47.9), rojo claro (51.4) y rojo magenta (38.5) de Chiapas, asi como por
Rodriguez-Salinas et al. (2020) para MPP (42.75) y superiores que los reportados
para MLSA (25.13) ambos maices morados. Los valores de las poblaciones P5,
P6, P7 y P8 también son inferiores a los reportados por Moreira et al. (2015) para
la harina de maiz morado, con valores de L de 53.80 y 54.49 para tamafos de
particula de 500 ym y 200 um, respectivamente. Esto indica que el tamafio de
particula influye en el color. La poblacion P6 presento un valor mayor que el

reportado para el maiz peruano (14.10) por Salinas-Moreno et al. (2005).
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Figura 14. Representacion en el plano de Croma x angulo de tono del
polvo de olote de cuatro poblaciones de maiz morado, cultivado en
Juchitepec, Estado de México y su apariencia.
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3.3.3. Analisis proximal del olote

El porcentaje de humedad fue igual para ambas poblaciones de estudio (Cuadro
10). Los resultados fueron menores al 9% reportado por Cardona et al. (2002),
pero superior al reportado para la variedad INIA 615- Negro Canaan de 2.33%
(Requis-Varillas, 2012).

El contenido de carbohidratos, levemente mayor fue presentado por la poblacién
P5, pero, en ambas poblaciones fue menor a los reportados por Rodriguez-
Miranda et al. (2022) de 59.86% para el olote de maiz morado, 53.02% para el
olote de maiz blanco y 62.40% para la variedad INIA 615- Negro Canaan (Requis-
Varillas, 2012).

La poblacion P5 contiene el porcentaje de cenizas (Cuadro 10) mayor. El
contenido de cenizas obtenido en las muestras analizadas es menor al reportado
por Pratheep et al. (2021) de 12.23% para el olote de maiz, pero, son superiores
a los reportados para cada parte de olote sin pgmentar por Tkeda et al. (2018),
siendo para la gluma de un 3.1%, 1.4% para el anillo lefioso y 2.4% para la
médula. También son superiores a los reportados para algunas variedades de
maiz nativo Nal t'eel 1.46%, Xmejen nal 1.63%, T'siit bakal 1.38%, Xnuuk nal
1.52% de Yucatan, México por Cazares-Sanchez et al. (2015) y en olote 2%
(Cordoba et al., 2013).

El porcentaje de proteina cruda (Cuadro 10) en ambas poblaciones no presenta
diferencia significativa. Sin embargo, los valores obtenidos son superiores al
reportado para la variedad de olote INIA 615- Negro Canaan de 4.37% (Requis-
Varillas, 2012). Takada et al. (2018) reportd un porcentaje de proteina para gluma
de 2.3%, 2.1% para el anillo lefioso y 2.4% para la medula, siendo el analisis en
un olote no pigmentado. En el polvo de olote morado ocupado durante la
investigacion hubo una mezcla de las tres partes. La gluma representa el 21.1%,

el anillo lefioso el 77.5% y 1.4% la médula de la estructura total del olote (Takeda
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et al., 2018) por lo cual, existen diferencias entre la composicion de cada parte

de la estructura del olote.

El porcentaje de extracto etéreo es estadisticamente igual en ambas poblaciones.
Los valores de las poblaciones P5 y P6, son inferiores al reportado para el olote
variedad INIA 615- Negro Canaan de 30.55 (Requis-Varillas, 2012) y para los
grupos de maiz nativo Nal t'eel 3.94%, Xmejen nal 3.98%, T’siit bakal 3.95% y
Xnuuk nal 3.89% y en la poblacion de maiz A-1541 (morado) 4.26% y A-1501
(morado) 3.91% de Yucatan, México por Cazares-Sanchez et al. (2015). Pero

superiores al reportado para olote 0.4% (Cardona et al., 2002).

Siendo la poblacion P6 la que presenta mayor contenido de fibra cruda. Ambos

valores son superiores al reportado por Cardona et al. (2002) de 32%.

Cuadro 10. Composicion proximal de olote de maiz morado cultivado en la regidn
de Juchitec, Estado de México.

Poblacion Humedad Proteina Cenizas Extracto Fibra  Carbohidratos

cruda etéreo cruda
P5 713 b 7.48 a 4.70 a 0.72a 36.59a 43.38 a
+ 0.03 +0.16 +0.00 +0.09 +2.82 +2.56
P6 6.99 a 6.96 a 425Db 0.79a 38.870Db 4214 a
+0.02 +0.34 +0.04 +0.22 +0.33 +0.32

Comparacién de medias (%) base seca. Las letras iguales en la misma columna indican que no

hay diferencias significativas (Tukey, 0.05).

3.3.4. Seleccion del material vegetal

Una caracteristica importante en el material vegetal es que la medula y anillo
lefoso, los cuales no estan pigmentados como es el caso de la variedad
estudiada por Yang & Zhai (2010), Hao et al. (2022) y Medina-Hoyos et al. (2020).

Sin embargo, con base en la extraccidon convencional se eligieron para las

siguientes etapas, las poblaciones Negro de Ixtenco (P5) y Negro de Ixtenco x
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Negro de Peru (P6), las cuales presentaron la mayor concentracién de

antocianinas, el cual es el compuesto de principal interés para la investigacion.

La poblacién nativa P5 se utilizé6 como poblacion de referencia para aplicar los
criterios de extraccion empleando un sistema acuoso bifasico. Después de definir
los criterios de extraccion se aplicaron también a la poblacién P6 y se evaluaron

los resultados.
3.3.5. Elaboracion del diagrama binodal de fases

La mezcla de citrato de sodio, acido citrico (3:1) y etanol permitieron la formacién
de sistemas bifasicos. En la Figura 15, se muestran los puntos de turbidez

constituidos en la curva binodal ajustada (R?= 0.9974).

70

—— Ajuste de Merchuck
® Datos experimentales

60 -

50 4

Etanol %

40 A

30 4

20 T T T
0 10 20 30

Figura 15. Diagrama de fase binodal ajustada, desarrollada a
temperatura ambiente (25 °C).

3.3.6. Sistemas acuosos bifasicos

Con los datos del ajuste de la curva binodal, se obtuvo el valor x:1.90% y: 60.34%
que corresponde al estado con menor porcentaje de citrato de sodio y acido
citrico. También se obtuvo el valor de x: 30.24% y: 24.65% que corresponde al

mayor porcentaje de las sales (Figura 16). Después se procedi6 a trazar la linea
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principal de operacién y se ubicaron cinco puntos equidistantes con la
composiciéon descrita en el Cuadro 11, los cuales se procedio a evaluarlos. Cada
punto presento una relaciéon de volumen diferente (Figura 17C), debido a la
ubicacion de cada punto sobre la linea de operacién principal y el porcentaje de
los componentes que va cambiando conforme sea el desplazamiento en la linea
de operacion. Esto es, que la fase superior va disminuyendo mientras que la fase
inferior que es el componente salino va aumentando.

Cuadro 11. Composicion de los puntos equidistantes de la linea de operacién A-
B en un sistema bifasico a base de citrato de sodio, acido citrico y etanol.

Ubicacion Citrato de Acido Etanol
en la sodio (%) citrico (%) (%)
linea de
operacion
C 45 1.5 55.5
D 8.25 2.75 49
E 12 4 42.8
F 15.75 5.25 36.5
G 19.5 6.5 30
70 A
60 -
" B
i 40 4
30 4
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Citrato de sodio - acido citrico (3:1) %

Figura 16. Puntos de operacion en la linea principal del diagrama de fases. Ay
B son los maximos y minimo de etanol y el conjunto de sales.
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3.3.7. Seleccion del punto de operacion

La concentracion de ANT (Figura 17A) del punto C en la fase superior es mayor
al resto de los puntos evaluados, a pesar de eso, la rapida cristalizacion de la
fase salina en el punto limitd el analisis para cuantificar la concentracion de ANT.
El siguiente punto con mayor concentracion de ANT es el F, sin embargo, en las
fases inferiores de los puntos F y D, el punto F posee una mayor concentracion
de antocianinas. Teniendo el punto D, una menor concentracion en la fase inferior
comparada con el F. Esto es importante, debido a que la fase superior es la fase
ideal para recuperar el compuesto de interés y tiene un volumen superior a la
fase inferior del mismo punto. Ademas, el rendimiento de extraccién es
estadisticamente igual al del punto C (Figura 17B). EI comportamiento del pH
(Figura 17D) para la fase superior va disminuyendo conforme la concentracion
de agua desionizada y sales se incrementa. Caso opuesto, para la fase inferior
el valor del pH se mantiene sin diferencias significativas. Esto se debe a la
formacion de una solucién tampdn entre las dos sales, donde el acido citrico
posee la caracteristica de donar tres protones y el citrato de sodio puede aceptar
protones. Las propiedades que esta solucion, incluye la fuerza i6nica y una
estabilidad térmica (19.85°C a 39.85°C) (Sun et al., 2017).
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Figura 17. A: comparacion de medias de la concentracion de antocianinas en la
fase superior e inferior de los puntos de trabajo en la linea de operacion de la
curva binodal. B: rendimiento de extraccion de antocianinas de cada uno de los
puntos en la linea de operacién. C: relacion de volumenes. D: pH. Las letras
mayusculas dentro de los recuadros indican la posicion en la linea de operacion.
Las letras minusculas iguales en la misma fila indican que no hay diferencias
significativas (Tukey, 0.05). Las barras de error representan desviacion estandar.

3.3.8. Efecto de la temperatura

Los resultados indicaron que la concentracion de ANT estadisticamente no es
diferente entre las temperaturas evaluadas durante el tiempo de extracciéon. Para
temperaturas menores se necesita mayor tiempo de extraccion (Figura 18) para
obtener un rendimiento mayor (Puértolas et al., 2013). Las temperaturas
elevadas aplicadas en los procesos de extraccion conducen a una mayor
concentracion de antocianinas, pero también provoca la degradacion de las
antocianinas con el tiempo (Xu & Chang, 2008). Ursu et al. (2020) reportaron que
las antocianinas presentaron estabilidad al ser sometidas a temperaturas en un

rango 80 a 120 °C, la degradacion de las antocianinas presentd una disminucion
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maxima hasta del 83% a temperaturas de calentamiento superiores de
calentamiento de 180 °C. Esto sugiere que las temperaturas altas aumentan el
rendimiento de la extraccidn en un tiempo menor, se han registrado las
temperaturas optimas alrededor de 60-100 °C lo cual varia dependiendo el

método y solventes usados (Araptitsas & Turner, 2008; Liazid et al., 2011).

Sin embargo, considerando el efecto de la temperatura en la degradacion de las
antocianinas (Santos et al., 2012; Thuy et al., 2022) y el gasto energético que de
llevar un sistema a escala industrial, se eligio la temperatura representativa del

medio ambiente (25 °C), como la ideal a trabajar el sistema.
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Figura 18. A: efecto de la temperatura de extraccién en la concentracion de
antocianinas. B: rendimiento de extraccidn de la poblacion P5. Las barras de error
representan desviacion estandar. S: fase superior. |- fase inferior. Las letras
minusculas iguales después de las temperaturas indicadas para cada fase
indican que no hay diferencias significativas (Tukey, 0.05).

3.3.9. Tiempo de agitacion previa a la extraccion acuosa en dos fases
El tiempo de agitacion (Figura 19) en la concentracion de ANT si fue significativa.
La mayor concentracion de ATN se dio a los 60 minutos. Tal como lo menciona

Puértolas et al. (2013), en procesos de extraccién donde se tienen temperaturas

menores el rendimiento va en funcién del tiempo.
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Figura 19. A: efecto del tiempo de agitacién de los sistemas en el orbital en la
concentracion de antocianinas. B: rendimiento de extraccidon para cada
temperatura evaluada. S: fase superior. |: fase inferior. Las letras minusculas
iguales para cada temperatura en la misma fase indican que no hay diferencias
significativas (Tukey, 0.05).

3.3.10. Extraccion acuosa en dos fases auxiliada con ultrasonicacion

Para incrementar el rendimiento de extraccién y disminuir el tiempo se ha optado
por la combinacion de métodos de extraccion (Pereira et al., 2020). La aplicacion
en el proceso de extraccion de ultrasonidos (Fernandez-Aulis et al., 2019), campo
eléctrico pulsado (Puértolas et al., 2013), microondas (Thuy et al., 2022) alta
presion hidrostatica (Corrales et al., 2009) solo por mencionar algunos, puede
incrementar la eficiencia del proceso. Por lo cual, los resultados de tiempo de
sonicacion si se tuvo efecto significativo en la concentracion de ANT (Figura 20).
En el tratamiento de 120 s se encontrd la mayor concentracion de ANT. Dicha

concentracion fue similar al tiempo de extraccion agitando durante 60 minutos.
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Figura 20. A: efecto de la sonicacién de los sistemas en el orbital en la
concentracion de antocianinas. B: rendimiento de extraccidén de cada tiempo de
sonicacion. S: fase superior. I: fase inferior. Las letras minusculas iguales en cada
una de las fases indican que no hay diferencias significativas (Tukey, 0.05). Las
barras de error representan desviacion estandar.

3.3.11. Conclusion de condiciones de extraccion

Considerando la concentracién de ANT evaluados en los criterios de extraccion
se decidioé trabajar con las poblaciones con mayor concentracion de antocianinas,
las cuales fueron P5 y P6. El punto de trabajo en la linea de operacion principal
fue el D. Ademas, una caracteristica importante a mencionar es la precipitacion
rapida de la fase inferior que si bien no presenta mayor concentracion de ANT
que la fase superior este cambio complico su analisis. Esto se debe a la perdida
de estabilidad del sistema cuando se tiene exceso de sal y etanol (Sang et al.,
2018). Ooi et al. (2009), reportaron algo similar para un sistema formado por
etanol y citrato de sodio, siendo un area de trabajo corto, lo cual puede deberse
a la baja solubilidad del componente salino en etanol provocando un sistema

poco estable.

La temperatura de trabajo ideal fue 25°C y si bien el tiempo de agitacién fue
significativo en el lapso de 60 minutos para acortar tiempos de extraccién con el
uso de sonicacion, se trabajo sonicacion durante 120 s, seguidos de 30 minutos
de agitacion a 175 rpm en el orbital y dando un tiempo de 10 minutos de reposo

al sistema previo a la separacion de fases. Posteriormente, se midio el volumen,
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pH, fenoles solubles (FS), antocianinas totales (ANT), proantocianidinas (P),

azucares totales (AT) y flavonoides totales (FT) de cada fase.
3.3.12. Evaluacion de compuestos bioactivos

Los criterios de extraccion evaluados previamente y seleccionados en el sistema
de extraccion acuosa en dos fases para obtener la mayor concentracion de
antocianinas se aplicaron a las poblaciones previamente caracterizadas, para

este estudio se trabajo con la poblacion P5 y P6.

La concentracion de antocianinas (Cuadro 12) extraidas en la fase superior fue
estadisticamente diferente, en la poblacion P6 se tuvo la mayor concentracion
ademas de un 97% de rendimiento de extraccion, en tanto que la poblacién P5
tuvo 96.41%. Estos rendimientos fueron superiores a lo reportado por Liu et al.
(2013) en un sistema constituido por etanol y sulfato de amonio para extraer
antocianinas de batatas dulces. Ademas, la concentracion de antocianinas
extraidas en los sistemas bifasicos de las poblaciones P5 y P6 fue superior a lo
reportado en olote (0.005-0.008 mg/mL) cuando se utilizaron proporciones de 15,
20y 30 mL/g volumen/peso (v/p) a 120°C (Gullén et al., 2020). El rendimiento de
extraccion de las poblaciones P5 y P6 exhibe el efecto positivo del uso de
sonicacién en el proceso de extraccion, debido a que provoca el incremento de
la concentracién de antocianinas en la fase superior en un menor tiempo, en
comparacion a cuando solo se us6 agitacion, Gullén et al. (2020) al utilizar
parametros de extraccion o6ptimos (120°C, 111 min a pH 2.5) obtuvo una
concentracion de 0.31 + 0.08 mg/g de muestra de olote, lo cual es ligeramente

mayor, no obstante, fue en un tiempo mas prolongado.

La concentracion de antocianinas en la fase inferior fue menor. Lo cual indica que
la mayor parte de antocianinas migro a la fase superior, debido a su mayor
afinidad con esta ultima. A medida que se avanza en la linea principal de
operacion (Figura 17C), el volumen de agua disminuye y se incrementa el
volumen de etanol, esto genera un sistema mas hidrofobico (Mayolo-Deloisa et
al., 2017). Las antocianinas experimentan un incremento en de hidrofobicidad y

se desplazan a la fase etanolica (Hernandez-Rodriguez, 2023).
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Diversos estudios hechos en olote han reportado que las antocianinas presentes
en el olote de maiz morado son cianidina-3-glucoésido, pelargonidina-3-glucosido,
peonidina-3-glucosido y sus contrapartes malonadas (de Pascual-Teresa et al.,
2002; Yang & Zhai, 2010).

Similar al comportamiento de las antocianinas, el contenido de fenoles solubles
expresado como acido ferulico en su mayoria migroé a la fase superior del sistema,
el rendimiento de extraccion de dichos compuestos fue de 97.18% +0.03 y
97.38% %0.01 para la poblacion P5 y P6 respectivamente. Ademas, Gullén et al.
(2020) reporté una menor concentraciéon de compuestos fendlicos comparado
con los flavonoides totales, al aplicar diferentes relaciones de volumen/peso (15,
20y 30 mL/g) de olote morado. La menor concentracién de compuestos fendlicos
fue en la relacion 30 mL/g de 0.67 + 0.01 y mayor de 1.09 + 0.05 para 15 mL/g.
este comportamiento también se pudo apreciar en la concentracion de ambas
poblaciones teniendo un efecto de dilucion por el aumento de volumen de la fase
superior. El pH del medio influye para extraer compuestos fendlicos (Gullon et al.,
2020).

La concentracién de proantocianidinas fue mayor en la fase superior del sistema,
debido a su mayor afinidad, al igual que el resto de los polifenoles. Se tuvieron
rendimientos de extraccion de 99.12% £ 0.02 para la poblacién P5 y 99.33% =+
0.02 para P6. Lo que indicé que estos compuestos migraron casi en su totalidad.
En el cabello de maiz se ha reportado contenidos de proantocianidinas de 69.4 +
6.6 mg equivalentes de leucocianidina /100 g a los 5 a 7 dias después de emerger
y a los 25 dias de 0.25 + 0.01 25 mg equivalentes de leucocianidina/100 g (Zili¢
et al., 2016), las poblaciones P5 y P6 obtuvieron una mayor concentracion en la
fase superior de proantocianidinas de olote de maiz morado que en el cabello de
maiz morado. Pero fueron inferiores a la concentracion reportado por Chen et al.
(2017), quienes mencionan contenidos de proantocianidinas de 535.8 £ 24.9 mg
equivalentes de catequina (EC)/g en pericarpio, en germen de 12.1 + 0.9 mg
EC/g, mientras que en grano completo de 134.9 mg EC/g. Las proantocianidinas

son flavonoides oligoméricos y poliméricos, tienen efectos importantes en la
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salud como lo son antiinflamatorios (Chen et al., 2017). Es indica que el olote de

maiz puede ser una opcidn para la extraccion de estos compuestos.

La concentracion de los flavonoides fue mayor en la fase superior siendo
significativo en la poblacién P6. La presencia de estos compuestos en la fase
inferior fue minima para ambas poblaciones, y no hubo diferencia significativa en
esta fase. Mello & Hubinger (2012), reportaron una concentracion mayor de
flavonoides (EQ) de propdleo verde brasilefio en extractos etandlicos a diferentes
pH (2, 3, 4.3, 6 y 8), siendo pH 2 a 4.3 las mejores condiciones de extraccion por
un lapso de 5 dias. En olote morado Gullén et al. (2020) utilizaron 120°C de
temperatura de extraccién, agua acidificada con pH de 4.75 por 120 min, y

reportaron una concentracion maxima de 1.27 £ 0.04 mg de flavonoides /mL.

Ademas de la composicién del sistema, el pH juega un papel muy importante
para la extraccién y estabilidad de las antocianinas. En las concentraciones
evaluadas se tuvo un pH de 5.44 £ 0.0. Liu et al. (2013) tuvieron un pH de 3.3 al
extraer antocianinas con etanol (25% p/p) y sulfato de amonio (22% p/p). Qin et
al. (2017) encontraron que cuando el disolvente de extraccion tiene pH 5, el
rendimiento disminuye ligeramente, pero a pH 6, el rendimiento disminuye
considerablemente. En un sistema compuesto por etanol y citrato de sodio con
una concentracion 24% y 26% respectivamente, se obtuvo un pH de 8.0 a 8.3
usando agua destilada (Ooi et al., 2009), no obstante, bajo dichas condiciones
de pH las antocianinas sufren degradacion, por lo que el uso de citrato de sodio
y acido citrico en el sistema ayuda a tener condiciones aptas de pH acido, lo que

protege a las antocianinas de la degradacion.

Respecto a los azucares totales, presentaron un comportamiento similar al de los
polifenoles, es decir, mostraron mayor afinidad por la fase superior (Cuadro 12),
lo cual era de esperarse, pues el etanol es el disolvente mas utilizado en la
extraccion de estos (Dien et al., 2019). A diferencia de Wu et al. (2014) quienes
reportaron una eliminacion de mas del 90% de azucares totales con el sistema
de etanol y fosfato sodio monobasico después de la segunda extraccion, el

sistema de este estudio (Cuadro 12) obtuvo una migracién de azucares mayor en
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la fase superior con un rendimiento de extraccion de 95.85% en la poblacion P5
y 96.05% para la poblacién P6. El sistema empleado para la extraccion de ambas
poblaciones presenta un mayor porcentaje de etanol y un menor porcentaje de
sal (Cuadro 11). Ademas, esta concentracion de azucares en la fase superior
pudo darse por la proporcion de volumen, debido a que la fase superior tuvo
mayor volumen. Hernandez-Rodriguez (2023) obtuvo un rendimiento mayor de
azucares totales segun la ubicacion del punto en la linea de operacién, esto es,
mientras mayor fue el volumen de la fase superior, mayor concentracién de

azucares se tuvo.

Cuadro 12. Concentracidén de compuestos bioactivos extraidos por ATPE de dos
poblaciones de olote de maiz morado, cosechados en Juchitepec, Estado de

México.

Fase superior

Poblacién Antocianinas Fenoles Proantocianidinas Flavonoides AzuUcares

(mg solubles (mg EC/mL) (mg totales
ECy/mL) (mg EQ/mL) (mg
EAF/mL) EG/mL)
P5 0.26+0.00b 391 + 4249+0.24b 6.55 £+ 0.20 10.26 =
0.01b b 0.17b
P6 0.31+0.00a 4.02 <+ 53.76+0.60a 751 £ 030 1054 <
0.02 a a 0.03 a

Fase inferior

P5 0.08+0.00a 0.95 + 3.17+0.04 a 1.50 £ 0.02 3.72 +
0.01a a 0.03 a
P6 0.08+0.00a 0.92 + 3.08+0.08 a 142 + 0.05 3.68 +

0.00b a 0.10 a

Las letras iguales en la misma columna respecto a las fases indican que no hay diferencias

significativas (Tukey, 0.05).

Ademas del volumen, en un tiempo de 30 min, pH de 4.75 a 105°C y pH 7 a
112.5°C, Gullén et al. (2020) obtuvieron oligosacaridos 16 y 20.5 mg azucar/ g de
olote de olote morado respectivamente empleando los criterios de extraccién

optimos, pero en condiciones de pH 4.75, 120°C y 120 min obtuvo 4.13 mg
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azucar/ g de olote de olote morado relacién liquido-sélido de 15 mL/g. Comparado
con la concentracion de azucares totales obtenida en el sistema de extraccion
acuosa en dos fases aplicado en esta investigacion, la concentracion de azucares
de las poblaciones P5 y P6 pudo estar relacionado con el efecto de aplicar
sonicacion durante el proceso de extraccion ya que no se aplicaron temperaturas

altas de extraccién como los reportados por los autores.

Los sistemas compuestos por etanol y sal presentan una alta polaridad y una
baja viscosidad, a pesar de esto, presentan incompatibilidad con algunas
proteinas (Ooi et al., 2009). Algunos sistemas de extraccidén necesitan de algun
ajuste en los parametros para potenciar la purificacion y extraccion final de los
compuestos. Tal como lo hizo Gullén et al. (2020) mediante la metodologia de
superficie de respuesta, encontrd los parametros 6ptimos para la extraccion.
Después de aplicar los parametros oOptimos de extraccidon reportd una
concentracion de compuestos fendlicos totales de 13.8 £ 1.25 mg/g de muestra,

13.5 + 1.78 mg/g de muestra para fenoles totales.

La mayoria de los compuestos de interés migraron a la fase superior, la cual
ademas constituye la mayor concentracion de antocianinas por lo cual fue

considerado como el extracto y se dispuso de su uso.

3.3.13. Evaluacién del pigmento
Yogur

El yogur natural utilizado para generar la curva de pigmentacién (Figura 21)
presento parametros de color iniciales de luminosidad 66.6%, C 7.0 y angulo de
tono 178.7 °. La concentracion inicial de antocianinas de los extractos utilizados
para los ensayos de pigmentacion fue de 39.58 £ 0.04 y 40.42 £ 0.10 mg ECy/mL
para las poblaciones P5 y P6, respectivamente. Cada unidad de 20 g de yogur,
del lote correspondiente, ocup6 0.44 mg de extracto para la poblacion P5 y 0.46

mg de extracto para la poblacion P6.
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La adicion gradual de extracto a la muestra del yogur gener6 una disminucién en
la luminosidad (Figura 21A) y el angulo de tono (Figura 21B), en tanto que en C
los valores fueron incrementando (Figura 21C), lo cual indic6 que, a mayor

cantidad del extracto en la muestra, la tonalidad se va intensificando.
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Figura 21. Ensayos de pigmentacion en yogur de las poblaciones P5 y P6. A:
luminosidad. B: angulo de tono. C: indice de saturacion. Las barras de error
representan desviacion estandar.

Visualmente el color de las muestras de yogur pigmentadas con extractos de
antocianinas de olote fue similar al color de una de las marcas comerciales
evaluadas (Figura 22), aunque en la medicion objetiva del color se encontraron

marcadas diferencias con todas las marcas evaluadas (cuadro 13).

La pureza del color del yogur pigmentado con antocianinas de olote morado fue
menor al de las marcas comerciales (Cuadro 13), visualmente es menos vivo,
teniendo una apariencia mas diluida y con mezclas de tono rosa-lila-gris (Figura

22). La pureza del color en las marcas comerciales es mas intensa, esto es por
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el uso de colorantes mas estables que el extracto obtenido. La adicion mayor de
extracto al yogur pudo incrementar esta pureza, pero, el sabor resultaria
modificado.

Cuadro 13. Color en yogur comercial de sabor fresa y en yogur natural

pigmentado con antocianinas extraidas de dos poblaciones de olote de maiz
morado.

Marcas L (%) Croma Hue (°) pH
Lala Natural 66.6+0.1ab 7.0x0.1b 178.7%x0.0a 4.0 ab

Lala 584+00d 11.5+0.1ab 22.0+0.3ab 4.0 ab
Danone 619+01cd 14.0+00ab 81+02b 4.2 ab
Alpura 599+03d 131+03ab 15.1+1.1ab 43a

Nutrileche 64.4+1.7 bc 175+00a 50+£03b 41ab

P5 67.4+0.1ab 7410.2b 53+x060b 40b
P6 68.0+0.1a 76x000b 6.9+04b 4.0 ab
Lala Nutrileche Danone Alpura
P5 P6

Figura 22. Yogur comercial de sabor fresa y las poblaciones P5 y P6 aplicadas.
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En la evaluacion de la estabilidad del color, la adicién de extracto no generé
cambios en el pH del yogur durante el periodo de almacenamiento (Figura 23B),
sin embargo, el angulo de tono (Figura 23D) indic6 que la temperatura se debe
considerar para la aplicacion en esta matriz alimentaria, debido a que promueve
la degradacién de las antocianinas. A temperatura de refrigeracion, el yogur
presentd menor cambio de color que a temperatura ambiente. La luminosidad
(Figura 23A) estuvo constante para ambas poblaciones durante el tiempo de
analisis.

Wallace y Giusti (2008) reportaron una estabilidad de 104-125 dias para yogur
con antocianinas adicionadas con B. boliviana. El yogur contenia 20 mg
equivalentes de cianidina-3-glucésido/ 100 g de yogur. Con la concentracion
empleada se obtuvo un yogur con valores de color similar al comercial en la
region. Esto se debe a que las proteinas y grasas de la leche, pueden ser
protectores de las antocianinas de la degradacion cuando son expuestas al calor
e incluso puede ser mas resistente la peonidina-3-(6-malonilglucésido) (Jing &
Giusti, 2005).
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Figura 23. Comparacién de las condiciones de almacenamiento de yogur
pigmentado con antocianinas de las poblaciones P5 y P6 en los parametros de
color (A, C, D)y pH (B). R: temperatura de refrigeracion. A: temperatura ambiente.
Ambas condiciones con ausencia de luz. Las barras de error representan
desviacion estandar. Las letras entre paréntesis iguales indican que no hay
diferencias significativas (Tukey, 0.05).

Tamales

La masa utilizada para generar la curva de pigmentacion (Figura 24) presenté
valores en términos de luminosidad de 58.3%, C 16.5 y angulo de tono 86.1°. La
adicion gradual de extracto a la porcion de masa generd una disminucion en el
angulo de tono y un crecimiento de C, lo cual indicé que, a mayor concentracion
del extracto, la tonalidad de la masa cambié de blanco-amarillo a rosa-morado.
Sin embargo, al ser un extracto se considerd que la masa no estuviera demasiado
hidratada para no generar problemas de manejo. Una masa excesivamente
hidratada no tendra las caracteristicas ideales que caracterizan al producto final.

La adicion de un endulzante en la preparacion de la masa increment6 el pH, esto
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generé un ambiente alcalino, el cual no es el adecuado para mantener la
estabilidad de las antocianinas (Castafieda-Ovando et al., 2009), ademas de las
condiciones iniciales de la masa, ya que al ser un producto derivado de la
nixtamalizacion con hidroxido de calcio el pH tiende a ser mayor. La
concentracion del extracto usado para la curva y la aplicacion fue de 41.97 £ 0.21
y 38.60 + 0.09 mg ECy/mL para las poblaciones P5 y P6 respectivamente. Para
el ensayo de estabilidad, se utilizaron 2.68 mg de extracto de la poblacion P5 'y

3.13 mg de extracto de la poblacion P6 para pigmentar 20 + 1 g de masa para

tamal dulce.
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Figura 24. Curva de pigmentacién de tamales con extractos de antocianinas de
las poblaciones P5 y P6. A: luminosidad. B: angulo de tono. C: croma. Cr: crudo.
Co: cocido. Las barras de error representan desviacion estandar.

El color de la masa antes de la coccion fue luminosidad 39.21 + 3.52, C 8.73 +
0.47 y angulo de tono 16.35 + 0.41 para la poblacidén P5 y luminosidad 41.52 +
3.92, C 10.08 = 0.065 y angulo de tono 11.68 + 2.17 para P6. El proceso de

coccion disminuyo el color del producto (Figura 25), derivado de la degradacion
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de las antocianinas por la alta temperatura (92 £ 1°C) y el prolongado tiempo de
procesamiento (70 min). Los tamales pigmentados con el extracto de la poblacion
P5 tuvieron un cambio de color de 14.29 + 1.11 y de 11.42 + 1.52 para P6 posterior
a la coccion. Esto se debid a la temperatura de coccion que afecta la estabilidad
de las antocianinas, las cuales disminuyen al ser oxidadas. A una exposicién de
mayor temperatura, la degradacion de las antocianinas incrementa los
parametros de color (Figura 24, B y C) (Yang et al., 2008). Vernon-Carter et al.
(2020) reportaron una pérdida de antocianinas hasta del 10% después del
proceso de coccion de tortillas de harina nixtamalizado de maiz blanco con la
adicion de antocianinas. Esto indica que las antocianinas son mas estables en

periodos de tiempo cortos a altas temperaturas (Gullon et al., 2020).

Figura 25. Evolucion del color en tamales (antes y después de ser cocinados) durante
la elaboraciéon de la curva de pigmentacion con extractos de antocianinas de las
poblaciones P5 y P6. En el costado izquierdo Cr: crudo y Co: cocido.
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Los tamales dulces comercializados en la region de Texcoco de Mora, Estado de
México presentan diversidad de color (Cuadro 14) (Figura 26). El color varié
debido a la cantidad y marca de colorante (liquido o polvo: colorante vegetal rojo
y gragea para tamal), usado para la elaboracion de los tamales empleado por
cada vendedor. Es importante mencionar que la mayoria de los vendedores que
se dedican a la industria de los tamales tienen una formulacion propia y diferente
para preparar dicho producto. Esto implica que, aun si se usa harina de maiz
nixtamalizado de venta comercial, los ingredientes y porciones agregadas suelen

ser variados.

A diferencia de cuando se utilizaron los extractos de antocianinas para pigmentar
yogur, en caso de los tamales, se observaron marcadas diferencias en relacion a
los tamales pigmentados con los extractos versus los tamales comerciales
(Figura 26), lo que pone en evidencia la estabilidad de los colorantes artificiales
frente a condiciones extremas de procesamiento; sin embargo, los habitos de
consumo estan cambiando y se prefieren alimentos mas naturales, por lo que el
desarrollo de productos en donde se reemplazan colorantes artificiales por
pigmentos podria ser viable si va de la mano con la educacion del consumidor,
es decir, poner a su disposicion informacion que le permita conocer las ventajas
de consumir pigmentos naturales.

Cuadro 14. Color en tamales de dulce comerciales en Texcoco de Mora, Estado

de Meéxico y tamales pigmentados con extracto de antocianinas de las
poblaciones P5 y P6.

o

Ubicacion L Croma Hue

U-1: El 35.05+0.98b 39.54 £ 0.50 a 20.74+0.72c
cooperativo

U-2: Chapingo 34.28+1.81b 32.17 £0.87 ab 22.22 +0.51 bc

U-3: Parque 48.61+1.99a 22.98 £ 1.35 bc 36.10 £ 1.24 abc
Texcoco

u-4: Autobuses 41.67+537ab 30.01+1.55ab 17.01 £ 0.83 c
Texcoco

P5 520+25a 11.9+06¢C 476+09a
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P6 50.7+18a 12.0+0.3c 452+1.8ab

P5: negro de Ixtenco. P6: negro de Ixtenco x negro de Peru.

U-1 u-2 u-3 U-4

P5-Co P6-Co

Figura 26. Variedad de color en tamales comercializados (U-1 — U-4) y tamales
pigmentados con extractos de antocianinas de las poblaciones P5 y P6. U-1: el
Cooperativo, U-2: Chapingo, U-3: parque Texcoco y U-4: autobuses Texcoco. Co:
cocido.

3.4. Conclusiones

El sistema bifasico basado en etanol (49 %), citrato de sodio (8.25 %) y acido
citrico (2.75 %) generd las mejores condiciones de extraccién y recuperacion de
antocianinas. Sin embargo, es necesario realizar modificaciones al sistema
bifasico, como disminuir el pH en la fase constituida por etanol para incrementar

la extraccion de los compuestos de interés.

Emplear extractos de olote como sustitutos de colorantes quimicos es una opcién

viable para dar valor agregado a este subproducto, aunque se debe considerar
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el tipo de alimento a pigmentar y la cantidad de extracto a utilizar, ya que los

extractos no deben modificar el sabor del alimento.
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4. CONCLUSIONES GENERALES

El proceso de molienda de las cuatro poblaciones iniciales empleando un molino
tipo de martillos y tamiz malla No. 40, se obtuvieron particulas de todas las
estructuras del olote, sin embargo, aun quedé un minimo residuo por lo cual es
necesario atender los métodos de reduccion de muestra que sean mas

favorables.

Las poblaciones de estudio iniciales cosechadas en la region de Juchitepec,
estado de México, fueron caracterizadas, obteniendo solo dos poblaciones con

mayor concentracion de antocianinas.

El sistema constituido por etanol, citrato de sodio y acido citrico permitié las
condiciones necesarias para la extracciéon de compuestos bioactivos de interés.
El uso de etanol es ideal por la recuperacion de dichos compuestos que migran
a la fase superior. Sin embargo, es necesario realizar ajustes al sistema bifasico,
tales como disminuir el pH en la fase constituida por etanol para incrementar la
extracciéon de los compuestos de interés. Ademas, es necesario realizar estudios
HPLC para determinar el tipo de antocianina y pureza que se obtuvo en la fase

etandlica del sistema.

También, se debe construir la matriz alimentaria bajo condiciones conocidas, con
procedimientos que se realicen popularmente y que ya son aceptados por el
consumidor, ya que incluso en la misma regidén se presentan variantes en la

preparacion.

Se debe asegurar la inocuidad del extracto con analisis microbiologicos y de
presencia de aflatoxinas, ademas de estudiar el proceso metabdlico y la tasa de

liberacion de una matriz alimentaria cuando es consumido.
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