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RESUMEN

El presente estudio tuvo como fin el analizar la estabilidad de antocianinas utilizando
diferentes moléculas. Se utiliz6 una variedad ecuatoriana de maiz morado y de esta se
extrajeron las antocianinas con una solucién etanolica al 20% y un proceso de destilacion
para luego ser mezcladas con azlcares, iones o aminoacidos en diferentes concentraciones
y someterlas a un proceso de pasteurizacion rapida. En cuanto a los azUcares se observo
que la fructosa no tiene ningun efecto estabilizante, mientras la sacarosa al 10% y 15% no
mejora ni tampoco afectaba la estabilidad de los pigmentos. En cuanto a los iones, el hierro
(Fe *") y el calcio (Ca®") en una concentracién de 0,025M no estabiliza a las antocianinas
siendo estadisticamente iguales que el blanco. Por ultimo, los aminoacidos treonina y
metionina en una concentracion al 0,4% presentan un realce en el color de los extractos
debido a una reaccion conocida como copigmentacion. Como conclusion, ninguno de los
aditivos mejora notablemente la estabilidad de los pigmentos frente a la temperatura de
pasteurizacion.



ABSTRACT

The present study was intended to analyze the stability of anthocyanins using different
molecules. The anthocyanins were extracted from Ecuadorian purple maize using a 20%
ethanol solution and a process of distillation, the pigments were then mixed with sugar,
ions, and aminoacids at different concentrations and submitted to a process of fast
pasteurization (HTST). Based on sugar results, it was observed that fructose had no
stablizing effect, while 10% and 15% sucrose did not improve or affect the stability of the
pigments. Wereas, for the metallic ions, it was noted that using concentrations of 0,025M
for iron (Fe *") and calcium (Ca®") the loss of anthocyanins was the same as the treatment
with no metallic ion. The aminoacids metionine and treonine demonstrated that using
concentrations of 0,4% had an enhancement of color due to a reaction called
copigmentation. As a conclusion, it is noted that none of the aditives used improved
notably the stability of the pigments when they were heated at temperatures of
pasteurization.
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I. INTRODUCCION

El problema de la baja demanda nacional de los cultivos de maiz morado, puede ser
atribuido en parte, al desconocimiento de la composicion quimica, sus propiedades
nutritivas y funcionales. A pesar del gran valor nutricional que presenta el grano de maiz
morado (Zea mays L), su presencia comercial en los mercados es limitada y su frecuencia
de consumo ha disminuido considerablemente en la poblacion. Por lo que esta
investigacion, busca proporcionar algunas razones por las cuales se deberia considerar el
aumentar la producciéon de este maiz en el Ecuador y en un futuro ser usado en la
fabricacion de diversos productos alimenticios (Mayorga, 2010). La presencia de
antocianinas en las variedades pigmentadas del maiz, le hace un producto potencial para el
suministro de colorantes y antioxidantes naturales. Por esto, el estudio de los pigmentos del
maiz morado (Zea mays L.) ha despertado un interés en la industria de alimentos, que
conlleva a utilizarlo como materia prima para la elaboracion de productos con valor
agregado. Sin embargo, se dispone de informacién limitada sobre la estabilidad de las

mismas (Acevedo, 2003).

Las antocianinas son los flavonoides méas abundantes que influyen en el color de diversas
plantas, sin embargo, el color es secundario cuando se habla de sus funciones
antioxidantes. Es por este motivo, que se las ha utilizado en alimentos y bebidas tanto
como colorantes naturales y como antioxidantes; sin embargo, existe una barrera para
usarlas y es debido a su gran inestabilidad. Muchos factores intervienen en dicha
estabilidad como: acilacién, glucuronidacion con enzimas, auto asociacion,
copigmentacion, temperatura, oxigeno y otros (Tachibana et al., 2013). Las antocianinas
son estables en condiciones &cidas (pH 2). Cuando no estan dentro de esta condicion se

transforman en compuestos incoloros y pigmentos cafés insolubles. Muchos estudios han
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sido realizados para mejorar la estabilidad de las antocianinas con la adicion de diferentes
aditivos como: acidos, azucares, sales, hidrocoloides y diferentes compuestos fenolicos
(Kopjar y Pilizota, 2010). Si se logra incrementar la estabilidad de las antocianinas su valor

Yy Su uso se expandira.

Existe una gran controversia acerca del uso de azUcares, iones y otras moléculas sobre su
efectividad para mejorar la estabilidad de las antocianinas, es por esto, que se realiz0 este
estudio con el fin de obtener mayor informacion sobre el comportamiento de las
antocianinas del maiz morado. Debido a que las antioxidantes han llamado tanto la
atencion en estos ultimos afios, se podr utilizar la informacion recopilada en este estudio
para poder aplicarlo a productos elaborados con maiz morado y también en la contribucién
general que podrian tener estos pigmentos en ciertos complejos alimenticios. Con este
estudio se espera dar continuidad a las investigaciones acerca de las interacciones que
tienen las antocianinas con diversas moléculas y como estas pueden ayudar o por el
contrario perjudicar su estabilidad, color y ain mas importante su actividad antioxidante.
Es por esto, que se quiere determinar el comportamiento de las antocianinas del maiz
morado frente a temperaturas de pasteurizacion cuando se adicionan ya sea azUcares, iones

0 aminoacidos.
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Il. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

e Determinar si la adicion de aminoécidos, azucares e iones metélicos contribuyen a
la estabilidad de extractos de antocianinas del maiz morado cuando son expuestos

a la pasteurizacion.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer un proceso de extraccion de antocianinas.

e Cuantificar el contenido de antocianinas en dos variedades de maiz morado
procedentes del Ecuador.

e Cuantificar el contenido de antocianinas y su pH antes de la adicion de diversas

moléculas para luego ser sometidos a una pasteurizacion rapida.

2.3  HIPOTESIS
Al utilizar diversas moléculas en los extractos de antocianinas se logra estabilizar a los

pigmentos cuando estos son sometidos a temperaturas de pasteurizacion.

IIl. REVISION DE LITERATURA / FUNDAMENTOS TEORICOS

3.1 MAiz MORADO

El maiz es originario de América entre los 3000 y 2500 afios a.C.; en la primera
civilizacion del Pera, Caral, ya tenia este recurso muy bien explotado. Pero tomoé
importancia hace 2250 afios en donde se preparaba la chicha para las ceremonias. En la
época prehispanica fue conocido como oro, sara o kullisara. En el Peru debido a las
diversas zonas de cultivo se permite tener muchas variedades de maiz hoy en dia. Es asi

como aparece el maiz morado, esta variedad es cultivada en la Cordillera de Los Andes del
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Per( y Bolivia, tiene un color morado oscuro e intenso y lo curioso es que si se siembra en
otro lugar (que no estén entre los 2200 o 2800 msnm) el color cambia, incluso podria salir
amarillo, esto se debe a las altitudes en las cuales se siembra pues ve afectado por el nivel
de oxigeno (Silva, 2008). En el Per( existen muchas variedades de maiz morado como:
Morado Cantefio, Morado Mejorado, Morado Caraz, Arequipefio, Cuzco Morado y Negro
Junin. Sin embargo, la variedad mas comercial es el maiz morado Cantefio. Este maiz
contiene el pigmento denominado antocianina - cianidina - 3 - glucosa, que se encuentra
en mayor cantidad en la coronta (tusa) y en menor proporcion en el pericarpio (cascara) del
grano, el maiz estd constituido en un 85% por grano y 15% por coronta. La cianidina es
una antocianina que a la vez es un antioxidante lo cual ha despertado el interés para usar
esta materia prima en productos elaborados. Ademas de este antioxidante presente en el
maiz también se destaca el contenido de carbohidratos y proteinas. La coronta tiene una
importante fraccion de fibra, carbohidratos y minerales. En relacion a los minerales del
grano, su contenido de fdésforo y calcio es importante. Una gran ventaja del maiz morado
es que se adapta tanto a climas de costa como de sierra, segun la variedad; sin embargo, las
condiciones Optimas para la produccion del maiz son los suelos profundos de textura

franca a franco-arcillosa, que retienen humedad (Solid Perd, 2007).

MAiz MORADO EN EL PERU

Desde 1993 el Per( exporta maiz morado a Estados Unidos y Japén para fines industriales
y en menor escala a Francia, Inglaterra, Espafia, Bélgica y Venezuela. Los principales
mercados de destino del maiz morado entero y sus diferentes presentaciones en 2006
fueron: EEUU (hacia donde se dirigen el 55% del volumen de exportaciones) y Japon (que
capta el 31% del total de exportaciones, principalmente de coronta) (Solid Peru, 2007).

Per( es un muy fuerte productor pero también tiene competencia de Bolivia, China, Brasil,
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México, Francia, Yugoslavia, Rumania, Italia, Sudafrica, Argentina y Chile, cuya materia
prima es utilizada generalmente para la produccion de colorantes sintéticos. Aunque China
tiene una produccion importante de maiz morado, este tiene menor concentracion de
pigmento que el peruano (Sierra exportadora, 2013). Es muy vendido en el exterior donde
el mayor comprador es Estados Unidos debido a que la antocianina es muy valorada en el

exterior, donde es procesada para medicinas.

GRAFICO 1. MERCADOS DE DESTINO DE MAIZ MORADO Y SUS DERIVADOS 2006 (EN TM)

FUENTE: SOLID PERU, 2006

En el afio 2012, las exportaciones alcanzaron un promedio mensual de US$ 65,674, lo que
signific6 un incremento del 35%, respecto del 2011 (US$ 48,695). El principal pais de
destino fue Estados Unidos con US$ 546 mil (69% del total), seguido por Ecuador con

US$ 97 mil (12%) y Espafia US$ 81 mil (10%) (Yaipéen, 2013).
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GRAFICO 2. EXPORTACION GLOBAL DEL MAIZ MORADO (2012)
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FUENTE: SOLID PERU, 2012

MAizZ MORADO EN EL ECUADOR

En el Ecuador el maiz morado se cultiva en el callejon Interandino entre los 2200 y 2800
msnm. Por lo general la mayoria de los productores siembran desde septiembre hasta
mediados de enero, coincidiendo la siembra con el inicio del periodo de lluvias, obteniendo
de esta manera un mayor grado de germinacion y produccién (INIAP, 2011). A pesar del
gran valor nutricional que presenta la raza de maiz “Racimo de uva”, su presencia
comercial en los mercados es limitada y su frecuencia de consumo ha disminuido
considerablemente en la poblacion, siendo necesario caracterizarlo para rescatar su valor
nutricional (Mayorga, 2010). Se puede impulsar la produccion de este producto al darse a

conocer lo valioso que es y empezar a incrementar la produccion en el Ecuador.

UsSOS DEL MAiZ MORADO

El maiz morado es usado a nivel casero como colorante natural para la “mazamorra
morada” y la “chicha”. A nivel industrial se usa para obtener colorante de la coronta
(Raquis), debido a su contenido de antocianinas. Dicho pigmento es usado a nivel
industrial como insumo para la coloracion de bebidas, productos lacteos, productos de
panaderia, productos vegetales, conservas de pescado, grasas, aceites, mermeladas, jaleas,

frutas confitadas, frutas en almibar, jarabes de frutas, sopas, almibar; también se usa para
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teflir tejidos y en la industria de cosméticos. ElI grano se puede aprovechar para la
extraccion de almidones y/o derivados o en la elaboracion de alimentos balanceados para

animales (Mayorga, 2010).

El maiz morado ha generado su popularidad en diversos paises, ya sea por sus propiedades
benéficas y también por su interés como colorante. Segin la base de datos de Mintel
(2014) los paises que listan al maiz morado como parte de sus ingredientes son Japén,
Estados Unidos, China, Pert y Venezuela {Anexo 1}. En el Gréfico 3 se puede observar
un analisis de las categorias de productos alimenticios que contienen maiz morado como
ingrediente; se denota que la industria de confites para caramelos y goma de mascar es la
que mas utiliza al maiz morado como ingrediente, siguiéndolo la industria de los bocadillos
(Mintel, 2014). La empresa Japonés Furuta {Anexo 2} se dedica a la fabricacion de
chocolates y caramelos, son quienes utilizan en mayor cantidad el maiz morado en

comparacion con el resto de las marcas.

GRAFICO 3. CATEGORIAS DE ALIMENTOS QUE LISTAN MAIZ MORADO COMO PARTE DE SUS INGREDIENTES
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FUENTE: MINTEL, 2014
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Aparte de listar al maiz morado como ingrediente, existen muchos paises que utilizan el
extracto del maiz morado como parte de sus productos. Es importante denotar que segun la
base de datos Mintel, el extracto del maiz morado es considerado un colorante natural o la
antocianina. Japén contiene la mayor cantidad de variantes que utilizan este extracto
tomando casi 92% del mercado {Anexo 3}, en donde su mayor uso va destinado para
snacks (Mintel, 2014). En este caso, la empresa Japonesa quien utiliza mayor cantidad de
este ingrediente es Koikeya; que se dedica al uso del extracto para elaborar bocadillos

salados como papas fritas, productos extruidos y canguil (Koikeya, 2014).

GRAFICO 4. CATEGORIAS DE ALIMENTOS QUE LISTAN AL EXTRACTO DE MAIZ MORADO COMO
INGREDIENTE
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FUENTE: MINTEL, 2014

En el Ecuador existen diversas variedades de maiz, los hay amarillos brillantes, amarillos
palidos, blancos mate, blancos brillantes, negros, negros azulados, morados, azules palidos,

rojos resplandecientes, anaranjados. Y, por supuesto, los hay que combinan dos 0 mas
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colores en una sola mazorca (Carrera, 2012). Sin embargo, existe un gran interés en el
maiz morado debido a la presencia del pigmento que le atribuye dicho color. Este es
Ilamado antocianina, un flavonoide o antioxidante, que previene la muerte de tejidos que
usualmente ocasionan cancer y enfermedades relacionadas con el envejecimiento o
decaimiento degenerativo (Causse, 2010). ElI maiz morado es rico en fitoquimicos,
principalmente compuestos fenolicos y antocianinas, y como es mencionado antes la
cianidina-3-B-glucdsido su pigmento mayoritario. Estas poseen conocidas propiedades
farmacoldgicas, nutraceuticas y efectos benéficos para la salud humana (Cuevas et al.,

2008).

3.2 ANTOCIANINAS

PRESENCIA EN LA NATURALEZA

Las antocianinas son el grupo mas importante de pigmentos flavonoides de plantas que son
solubles en agua y visibles para el ojo humano (Strack y Wray, 1994). Su nombre proviene
de la palabra griega anthos que significa flores y kyanos que significa azul oscuro
(Horbowicz et al., 2008). Las antocianinas constituyen una subclase de flavonoides, y son
responsables de las coloraciones rojiza y azulada encontradas en plantas (Wrolstad, 2004).
Las antocianinas son un grupo importante y extenso de pigmentos, las cuales aunque la
mayoria claramente vistas en flores y frutas, pueden ser también encontradas en la
epidermis de las hojas (Delpech, 2000). Se han reportado que existen mas de 200
antocianinas presentes en la naturaleza (Mazza y Miniati, 1993). Sin embargo, el enfoque
de estudio ha sido en 17 de ellas donde cada una se diferencia por diversas caracteristicas

en su estructura y composicion (Wu et al., 2006).
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ESTRUCTURA QUIMICA

Las antocianinas son derivados del benzopirilio 2- fenil con dos anillos benzoilo (Ay B) y
un anillo ciclico (C) como se puede observar en la Figura 1. Estos son compuestos de una
aglicona, o también Ilamado antocianidina, junto con un azlcar. En el caso de ser una
antocianina acilada, esta se puede unir a un acido orgéanico (Shipp y Abdel-Aal, 2010).
Dentro de su estructura, la variacion se da en las diferentes posiciones de los grupos
hidroxilo y metoxilo y el tipo de azlcar asi como la posicion en la que se encuentra dentro
de los anillos de las antocianinas. Por parte de su composicion, estas se diferencias en el
grado que existe acilacion del azlcar y también el agente acilante que utiliza (Prior, 2004).
Dentro de las antocianidinas mas comunes, existen seis que estan distribuidos de forma
ubicua en la mayoria de las plantas y frutas y que tienen gran importancia en la dieta de los
humanos, estas son; Cianidina (Cy), Delfinidina (Dp), Petunidina (Pt), Peonidina (Pn),
Pelargonidina (Pg) y Malvidina (My) (Wu et al., 2006). La cianidina, petunidina y
pelargonidina son las tres antocianidinas méas abundantes en la naturaleza; estas
corresponden al 80% de los pigmentos de las hojas, 69% de los pigmentos de las frutas y el

80% de los pigmentos de las flores (Gosh y Konishi, 2007).
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FIGURA 1. ESTRUCTURA QUIMICA DE 6 ANTOCIANINAS COMUNES

Antocianina R, R, R;
Cianidina (Cy) H OH H
Delfinidina (Dp) OH OH H
Malvidina (My) OH OH OH
Pelargonidina (Pg) OMe OH H
Peonidina (Pn) OMe OH OH
Petunidina (Pt) OMe OH OMe

FUENTE: WAO ET AL., 2006

DISTRIBUCION DE LAS ANTOCIANINAS

Las antocianinas son antioxidantes abundantes en la naturaleza, presentes especialmente en
frutas y vegetales. Wao et al. (2006) presentaron una tabla {Anexo 3} en la que

demuestran todos los alimentos en los que estan presentes las antocianinas.

En base al Anexo 3, se puede comprobar que la presencia es profusa en la naturaleza y
cada una da una coloracion diferente, esto se da debido a las posiciones de sus compuestos
quimicos (Miguel, 2006). A medida que la antocianina contiene mas grupos OH en su
anillo benzoilo (B), su coloracién va a ser mas azulada (Delgado y Paredes, 2003). Segun
Miguel (2011) se puede diversificar que las coloraciones para cada antocianina pueden
variar, dando la amplia gama de colores en la naturaleza. La cianidina y la peonidina
generan una coloracion naranja a roja, la delfinidina, petunidina y malvidina generan una

coloracion azul a roja y por ultimo la pelargonidina da un color naranja. Estos compuestos
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pueden estar presentes en diversas frutas y vegetales, usualmente en una mezcla de varias

antocianinas, sin embargo suele siempre predominar una.

TABLA 1. COLOR Y DISTRIBUCION DE LAS ANTOCIANINAS MAS COMUNES EN DIVERSAS FRUTAS Y

VEGETALES

Compuesto Color Frutay Vegetal

Cianidina Naranja a rojo Mora, fresas, grosella negra,
cereza, col morada,
arandanos, uva, ciruelas,
frambuesas, cebolla paitefia,
maiz morado

Delfinidina Azul arojo Mortifio, uva

Malvidina Azul arojo Mortifio, uva

Petunidina Rojo Fresa, uva

Pelargonidina Naranja Fresas, maiz

Peonidina Rojo Cereza, arandano, camote,
ciruelas

FUENTE: ANTAL ET AL, 2003 Y WANG, 1997

BENEFICIOS DE LAS ANTOCIANINAS

Estos flavonoides se han convertido en compuestos muy populares por sus propiedades
benéficas para salud humana. Por siglos, las antocianinas han sido incorporadas en la dieta
de los humanos para ser usados como medicinas naturales tales como la hipertension ya
que evita la formacion de la placa de ateroma, uniéndose con el colesterol malo (LDL),
disenteria debido a sus propiedades antiinflamatorias, problemas con el colesterol, cancer
evitado la proliferacion de células dafinas, entre otras enfermedades (Konczak y Zhang,
2004). Sirven como mecanismo de control para la diabetes tipo 11 y la obesidad, ya que
inhibe enzimas digestivas como por ejemplo la o-glucosidasa, a-amilasa, proteasas y
lipasas (Droge, 2002). Ayudan en las actividades anti inflamatorias, de desintoxicacion,
antiproliferas, antiangiogénicas e inducciones de apoptosis (Nikkhah et al., 2008). También

ayudan a retardar enfermedades que vienen con el envejecimiento como el Alzheimer
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(Miguel, 2006). Su principal funcion dentro del cuerpo humano es su actividad
antioxidante. Los radicales libres tienen ciertas funciones positivas en el cuerpo humano,
tales como la sefializacion de procesos en las células. La sefializacion de procesos se da
mediante radicales libres como las especies reactivas de oxigeno (ROS) y las especias
reactivas de nitrogeno (RNS); sin embargo cuando existe un exceso de estas dos especies
y la capacidad antioxidante enddgena es superada, se da una reaccion oxidativa dentro del
cuerpo. Esta reaccion crea dafios en las enzimas, proteinas, lipidos y especialmente en el
ADN del cuerpo humano generando mutaciones o proliferaciones que suelen llevar a
enfermedades cronicas degenerativas tales como enfermedades coronarias, envejecimiento
y el cancer (Dai y Mumper, 2010). Los antioxidantes son compuestos que retardan,
inhiben o previenen la oxidacion de los radicales libres. Estos pueden actuar en cuatro
distintos niveles; (a) prevenir una iniciacion encontrando especies ROS y RNS, (b) bajar
concentraciones locales de oxigeno (c) descomposicion de los peroxidos para convertirlos
a compuestos que no son radicales libres tales como el alcohol y (d) o formar complejos
con metales para evitar especies reactivas (Miguel, 2006; Dai y Mumper, 2010). Sin
embargo, es importante recalcar que la actividad antioxidante se ve influenciada
notablemente por la estructura quimica de la antocianina. Las antocianinas que contengan
mayor nimero de hidroxilos en el anillo pirona va a tener mayor capacidad antioxidante

(Kay, 2004).

UsOS DE LAS ANTOCIANINAS

Los beneficios de las antocianinas han creado una gran popularidad dentro de la industria
alimenticia. Estos han sido utilizados como pigmentos naturales, ingredientes alimenticios

funcionales y como suplementos dietéticos (Shipp y Abdel-Aal, 2010).
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ANTOCIANINAS COMO PIGMENTOS NATURALES

Las antocianinas son consideradas como sustitutos potenciales para los colorantes
sintéticos debido a sus colores atractivos brillantes y solubilidad en el agua que permiten su
incorporacion a sistemas alimenticios acuosos también como posibles beneficios en la
salud debido a su actividad antioxidante (Mazza y Miniati, 1993). A las antocianinas se les
ha sugerido en el uso de bebidas, gelatinas, mermeladas, helados, yogur, postres de
gelatina, frutas enlatadas, salsa de frutas, dulces y confiteria, y rellenos para panaderia
(Francis, 2000). Estos son inestables con los cambios de pH, sin embargo se ha demostrado
que la glucosilacién y la acilacion dan estabilidad a los cambios de pH, calor y
tratamientos con luz. Los vegetales tales como el camote, la zanahoria morada, rabano y
col morada han demostrado tener mayor porcentaje de acilacion por lo que les hace
efectivos para ser utilizados como colorantes estables (Stintzing y Carle, 2004). A un pH
3.5 la pelargonidina presente en el rdbano ha demostrado tener un color rojo similar al
Rojo Allura (Federal Food Drug and Cosmetic Red No. 40) (Stintzin et al., 2002); sin
embargo, su efecto fue dptimo cuando se bajaron drasticamente las concentraciones de
aroma y sabor (Shipp y Abdel-Aal, 2010). EI Arroz Rojo es utilizado como pigmentos en
China para productos de carne, pesca y soya (Ma et al., 2000). Giusti y Wrolstad (2003)
descubrieron que las antocianinas extraidas del rdbano, de la col morada, la zanahoria
negra y la cascara de la uva son ideales para pigmentar productos lacteos como el yogurt y
crema agria. Se determino que por su vida Util corta y el almacenamiento en refrigeracion,
no existié una degradacion rapida en la coloracion y pudo usarse una pequefia muestra de

hasta 5 mg de antocianina monomeérica por cada 100 gramos de muestra.
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ANTOCIANINAS COMO INGREDIENTES ALIMENTICIOS FUNCIONALES

El consumo de antocianinas por los humanos ha ido incrementando con el pasar de los
afios ya que existe mayor conocimiento sobre sus beneficios. Su uso es preferible en
alimentos con un pH acido para no perder su color. Por ejemplo, se utiliza pigmentos de la
uva para la industria de bebidas en cantidades de alrededor de 3 kg de extracto al 1% de
antocianinas para 1000 litros de bebida y dan una coloracién morada oscura (Bridle y
Timberlake, 1996). El sorgo negro también es utilizado como un buen alimento funcional
debido a que contiene aproximadamente 4.0-9.8 mg/g de antocianina en su salvado (Awika
et al., 2004). Dependiendo del pais y de los hébitos nutricionales de los individuos, la
ingesta diaria de antocianinas ha sido estimada en el rango de varios miligramos a cientos
de miligramos por persona (Horbowicz et al., 2008). La FDA (Food and Drugs
Administration) recomienda un consumo diario de antioxidantes de 3000 a 5000 unidades
ORAC (0 moles de TE/100g) al dia. EI método ORAC mide la habilidad de los polifenoles
para atrapar los radicales perdxilos generados in situ y es la técnica méas usada para medir
el potencial antioxidante total de alimentos y suplementos nutricionales (Zapata et al.,

2013).

ANTOCIANINAS COMO SUPLEMENTO DIETETICO

Los extractos ricos en antocianinas han sido desarrollado e incorporados en suplementos
dietéticos. Un ejemplo es Medox y contienen principalmente cianidina 3-glucésido y
delfinidina 3-glucésido extraido de ciertas bayas y grosellas; donde es utilizado para
tratamientos de dermatoldgicos y de la piel con una presentacion en capsulas de 80 mg de
antocianina concentrada (Awika et al., 2004). También se venden Cholestin, que son
antocianinas del arroz rojo y son vendidas con el proposito de bajar el colesterol (Shipp y

Abdel-Aal, 2010).
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Los usos de las antocianinas en la industria alimenticia ha crecido debido a sus beneficios,
sin embargo estos han estado bajo estudio ya que su inestabilidad frente a factores como

pH, luz y temperatura pueden ser altas.

ESTABILIDAD DE LAS ANTOCIANINAS

El mayor problema con el uso de las antocianinas como colorantes naturales es su
estabilidad. Las antocianinas son estables bajo condiciones acidas (pH 2), pero bajo
condiciones normales de procesamiento y almacenamiento de transforman en compuestos
sin color y luego en pigmentos de color café que son insolubles. Un numero de factores
influencian en la estabilidad de estos pigmentos como pH, temperatura, luz, oxigeno,
enzimas, presencia de &cido ascoOrbico, azUcares, sales, iones metélicos y copigmentos

(Kopjar y Pilizota, 2011).
PH
Las antocianinas tienden a cambiar de color a medida que cambia el pH, sin embargo estas
son mas estables en medio &cido que basico (Rein, 2005).
FIGURA 2. PRINCIPALES FORMAS DE EQUILIBRIO DE LAS ANTOCIANINAS EN MEDIO ACUOSO
Ry
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FUENTE: REIN, 2005
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En base a la Figura 2 se puede observar las cuatro formas principales de equilibrio de las
antocianinas. En un medio acido (pH<5), el cation flavilio es quien predomina; sin
embargo esto cambia a medida que sube el pH. Cuando se incrementa el pH, el cation
recibe un ataque nucleofilico generando el carbinol, que es incoloro. Esto se da ya que el
carbinol pierde el doble enlace entre el anillo central y el que esté localizado a la derecha, y
con esto no absorbe luz visible (Brouillard, 1982). Mientras el pH sube, su forma carbinol
se va transformando a la chalcona que también es incolora (Mazza y Brouillard, 1987). Si
se quiere revertir la forma incolora, se puede bajar el pH; sin embargo, si es que ya se han
formado chalconas idnicas inestables entonces no se podra regresar a un color determinado

en la forma de cation flavilio (Brouillard, 1982).

Luz

La luz es esencial para la biosintesis de las antocianinas, sin embargo también se ha
demostrado que su presencia puede fomentar la degradacion (Markakis, 1982). Bebidas
carbonatadas de uva demostraron perder alrededor del 30% de las antocianinas al ser
almacenadas en la oscuridad, mientras que perdieron el 50% cuando fueron almacenadas

en percha normal en un supermercado (Palamidis y Markakis, 1978)

ENZIMAS

Las enzimas generalmente producen dafios sobre las antocianinas, es por esta razén, que su
inactivacién es beneficiosa para la estabilidad de las mismas (Rein, 2005). Las enzimas
que tienen mayor impacto sobre estos compuestos son las glucosidasas, fenolasas y
peroxidasas (Garcia et al., 2004). EI mecanismo por el cual afectan las glucosidasas a las

antocianina es porque rompen el enlace entre el residuo glicosil y la aglicona, lo que da
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como resultado una antocianidina muy inestable (Rein, 2005). Las fenolasas tienen una
reaccion similar, sin embargo estas son mas acentuadas cuando existe la presencias de
diferentes acidos como tartarico o el catecol, y usualmente estan presentes en las frutas en
conjunto con las antocianinas (Yokotsuka, 1997). La estructura de las antocianinas
influencia en como interaccionan con las enzimas, como ejemplo, se determina que ante la
polifenoloxidasa los glucosidos de la malvidina son mas estables que aquellos provenientes

de la delfinidina (Skrede et al., 2000).

OXIGENO

La presencia de oxigeno fomenta a la degradaciéon cuando estas se someten a calor, pH
basicos, luz y presencia de acido ascorbico (Rein, 2005). Sin embargo, un efecto positivo
en su interaccion con el oxigeno es cuando las antocianinas trabajan como antioxidantes.
Estas reaccionan entre radicales del oxigeno y tienen los efectos benéficos para la salud

mencionados anteriormente (Garcia-Alonso et al., 2004).

TEMPERATURA

En la industria alimenticia, el tratamiento térmico es un paso necesario hacia la
conservacion y preservacion de los alimentos y se ha visto que durante el procesamiento de
frutas en especial la temperatura, es una de los factores con mas influencia dentro de la
estabilidad de las antocianinas. Es por esto, que se buscan procesos que permitan mejorar
la retencion del color de los productos en los cuales dentro de su formulacion se
encuentren estos pigmentos. Ya que es de vital importancia al momento de vender un
producto el como se lo presenta al cliente para que este al final se decida a comprarlo

(Kopjar y Pilizota, 2011).
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Las antocianinas tienen menor estabilidad y se vuelven incoloras a medida que sube la
temperatura. El primer paso en una degradacion térmica se da con la formacion de una
chalcona (Adam, 1973), esto luego puede dar a un pardeamiento de los productos y se ve el
efecto aumentado en presencia de oxigeno (Rein, 2005). Keith y Powers (1965)
determinaron que pelargonidina 3-glucosido es més estable a 100°C que la petunidina 3-
glucosido y malvidina 3-glucosido. En términos generales, el aumento de la temperatura
puede contribuir a la degradacion de las antocianinas. La eliminacion del oxigeno puede

proteger a las antocianinas frente a procesos térmicos.

Existen también efectos positivos de la temperatura a las antocianinas. Sin embargo, estas
oscilan en un rango de 0°C a 15°C; se han realizado estudios sobre fresas y frambuesas,
donde se encontr6 que a los ocho dias de almacenamiento aumentaron su concentracion de
antocianinas (Kalt et al., 1999). Estudios realizados sobre ardndano, demostraron que el
almacenamiento por tres meses a una temperatura de 15°C aument6 la concentracion de

antocianinas (Wang y Stretch, 2001).

El valor D es un pardmetro cinético, que corresponde al tiempo que se necesita para una
reduccion decimal de una concentracion inicial de una sustancia o un reactante a una
temperatura constante. Para las antocianinas en el rango de 70 °C hasta 90 °C se calcul6
valores D altos, pero que van descendiendo a medida que aumenta la temperatura, lo que
significa que existe una lenta degradacion de los pigmentos. Llegando a los 95 °C el valor
D ha disminuido considerablemente, pero se mantiene la misma tendencia hasta los 120 °C,
lo que nos indica que la degradacion de los antocianinas es mas rapida que en el rango

anterior de temperatura (Rebolledo, 2007).

Existen otros estudios que determinan la vida media de ciertas antocianinas demostrando

que la temperatura puede jugar un factor crucial para la degradacion de las antocianinas.
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Olaya et al. (2009) determind que las moras de Castilla microencapsuladas y sometidas a
temperaturas de 25°C y 40°C y a una Aw de 0,20 y 0,35, la vida media del pigmento
variaron entre 11 y 32 dias. Por otro lado, se realizaron estudios en jugos de agraz en la que
se demostrd que una temperatura mas alta puede ejercer efectos méas dafinos; cuando se
aplico una temperatura de 37°C la vida media del pigmento fue de 3,0 semanas, mientras

que a 4°C la vida media fue de 7,5 semanas (Zambrano et al., 2009).

AcCIDO ASCORBICO

El &cido ascorbico o también conocido como vitamina C es un derivado de azucar de seis
carbonos que participa en reacciones de hidroxilacion. Este &cido se halla presente en todos
los tejidos de los animales y de las plantas superiores. Las fuentes de vitamina C son
basicamente los citricos, las patatas, l0s vegetales y los tomates (Melo y Cuamatzi, 2006).
Se ha observado que el &cido ascorbico degrada el color de las antocianinas. También se
sospecha una gran actividad por parte de productos de degradacion del &cido
deshidroascérbico (ADA) al degradar antocianinas que pierden color y forma precipitados
color café. Actualmente el mecanismo de esta reaccion no esta completamente claro pero
se sospecha que se estd dada por la intervencién de un perdxido el cual degrada a las

antocianinas (Sordo, 2004).

ESTABILIZACION DE LAS ANTOCIANINAS

Como es de conocimiento el color juega un papel importante en la aceptabilidad de los
alimentos, los consumidores primero juzgan la calidad del producto por su color, es por eso
que la industria ha usado colorantes para realzar o recuperar la apariencia de ciertos
alimentos. Es por esta razén que se ha interesado en el uso de las antocianinas, puesto que

son colorantes naturales y mas alla de su color su interés ha girado hacia la salud del
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consumidor, pues sus amplios beneficios ya nombrados han captado la atencién de
muchos. Como ya se mencioné la estabilidad de las antocianinas es el mayor problema
para su uso e incorporacion en matrices alimentarias (Giusti y Wrolstad, 2003). Por estas
dificultades, se ha recurrido a métodos para estabilizar las antocianinas el mas comun es la
microencapsulacion. Esta tecnologia es conocida como los empaquetamientos de
materiales sélidos, liquidos o gaseosos. Las microcapsulas selladas pueden liberar sus
contenidos a velocidades controladas bajo condiciones especificas, y pueden proteger el
producto encapsulado de la luz y el oxigeno. Consiste en microparticulas conformadas por
una membrana polimérica porosa contenedora de una sustancia activa. Los materiales que
se utilizan para el encapsulamiento pueden ser gelatina, grasas, aceites, goma arabiga,
alginato de calcio, ceras, almidon de trigo, maiz, arroz, papa, nylon, ciclodextrina,
maltoextrina, caseinato de sodio, proteina de lactosuero o proteina de soya (Parra, 2011).
Los procesos de encapsulacion fueron desarrollados entre los afios 1930 y 1940 por la
National Cash Register para la aplicacion comercial de un tinte a partir de gelatina como
agente encapsulante (Yafiez et al., 2002); su comienzo en los productos de
microencapsulacion se inicié en 1950 en las investigaciones dentro de la presion-sensitiva
de cubierta para la elaboracion de papel destinado a copias (Madene, Scher y Desobry,
2006). Hoy en dia muchas sustancias pueden ser encapsuladas en particulas en polvo
solidas o ellas pueden ser microencapsuladas en emulsiones estructuradas (Palzer, 2009).
Dentro de esto tenemos a las antocianinas, la microencapsulacion al utilizar secado por
aspersion, es un metodo econdmico para la preservacion de colorantes naturales (Ersus y

Yurdagel, 2007).
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COPIGMENTACION

Los copigmentos son sustancias que protegen a la antocianina y de esta manera
contribuyen a su coloracion (Delgado et al., 2000). Un copigmento actia de forma
intermolecular donde su funcién es prevenir un ataque nucleofilico que se da por una
molécula de agua al cation flavilio que es el responsable de la coloracion (Sarma, 1997).
Se sabe que las antocianinas son capaces de formar complejos consigo mismas y con otros
compuestos organicos. Estos compuesto por si mismos no tienen color, pero potencian el
color de las antocianinas al producir un efecto batocromico (Aimax) 0 un efecto
hipercrémico (AA) (Fennema, 2000). Un efecto batocromico es un fendmeno que se da
cuando la absorcion méxima se cambia a una longitud de onda mas alta que la usual donde
el cation flavilio y la base quinoidal son quienes juegan un rol en este efecto (Rein, 2005).
Mientras que el efecto hipercromico se ve en donde la intensidad del color A
(generalmente el color rojo segun el Color Lab) (Leon et al., 2006) es aumentada por la

copigmentacién ya que estabiliza la molécula (Figura 3)
FIGURA 3. TABLA DE COLOR L*A*B

a

&

FUENTE: LEON ET AL., 2006

La copigmentacion puede darse ya sea por interacciones covalentes (Mazza y Brouillard,

1987) o también interacciones no covalentes (Jing, 2006). A su vez se pueden dar de forma
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natural, es decir con interacciones propias dentro de la planta; o por forma sintética durante
la extraccion, procesamiento o almacenamiento (Thorngate y Singleton, 1994). La
copigmentacion puede formarse con fenoles, ejemplos de estos pueden ser flavonoles,
acido cafeico, rutina o acido clorogénico (Jing, 2006) o también con polifenoles como son
los taninos (Baubles y Berber, 1995). Otra forma de una copigmentacion es de manera
intramolecular, y esta se da principalmente debido a la acilacion de las antocianinas que

evitan el ataque nucleofilico de las mismas moléculas de agua (Saito et al., 1993).

Rein (2005) establece los diferentes tipos de asociaciones que existen para que la
antocianina tenga un efecto de copigmentacion (Figura 4) y cada uno depende de los
componentes y a su vez de la estructura de la antocianina. Se puede ver que cada
interaccion se da de diferente manera, sin embargo cada una juega un papel muy

importante en la estabilidad de las antocianinas.

FIGURA 4. INTERACCIONES DE LAS ANTOCIANINAS

Auto - asociacion Copigmentacién Complejos Metilicos
Intermolecular
.‘C::) —-. .c:::—M
Copigmentacion : Aziicar  Copigmento Acid
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—

FUENTE: REIN, 2005
ANTOCIANINAS DEL MAIZ MORADO

El maiz morado es rico en antioxidantes (antocianinas), la antocianina presente en mayor

cantidad es la cianidina 3- glucésido (Nakatani et al., 1979). Pero también existen cantidad
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significantes de pelargonidina y peonidina (Styles y Cerka, 1972). Actualmente las
antocianinas tanto en maiz morado y azul estan siendo usadas para la produccion de
tortillas azules. Adicionalmente Abdel- Aal et al. (2010) reportaron que el maiz con
granos de color azul, rosado y purpura tienen un alto contenido de antocianinas,
especialmente el maiz morado (1277 ug/g). Las antocianinas del maiz morado estan
presentes en mayor cantidad en el pericarpio representando valores entre 504.0 a 1473.0
mg/100mg (Jing et al., 2006) aunque existen otras autores que reportan valores mas altos
como por ejemplo 1640 mg/100g (Cevallos y Cisneros, 2003). Se dan estos rangos en el
contenido de antocianinas ya que dependen de la variedad y la region en la que esta
cultivado el maiz (Jing et al., 2006). Se ha observado que el ambiente en donde crece este
maiz interviene en la concentracion y composicién de las antocianinas presentes. Son estas
las razones por las cuales no solo se debe promover el cultivo sino que se debe hacer un
buen manejo a lo largo de su produccién para asegurar un maximo contenido de
antocianinas (Shipp y Abdel-Aal, 2010). Nuevas fuentes, con alto contenido de pigmentos
de antocianina, se deben buscar y probar su estabilidad. EI maiz morado representa un
cultivo de bajo costo con alta rendimiento de pigmento que podria ser fuentes de

antocianinas para el mercado colorante alimentario (Cevallos y Cisneros, 2003).

La extraccion y uso de pigmentos del grano de maiz (Zea mays L.) como colorantes en
yogur fue estudiada por Salinas et al. (2005) donde se determind el uso potencial de las
antocianinas extraidas de granos de maiz, como colorantes en yogur. Estos autores reportan
que las antocianinas extraidas de la fraccion pericarpio-capa de aleurona fueron afadidas a
un yogur natural comercial, en concentracion de 1 mg/100 g de yogur. Este tan solo es un

ejemplo de lo que se puede hacer con las antocianinas del maiz morado.
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Estudios realizados por Jing et al. (2006) determinaron que la cantidad de antocianinas del
maiz morado del Per( es de 30.5 a 47.1% en relacion total a los compuestos fendlicos.
Dentro de esta cantidad alrededor del 40% son antocianinas aciladas demostrando su

capacidad de estabilidad (Aoki et al., 2002).

3.3 AZUCARES

Los azlcares son carbohidratos solubles en el agua, dentro de estos estan los
monosacaridos que son las moléculas de hidratos de carbono méas pequefias, los disacaridos
que por hidrolisis dan dos monosacéridos y los polisacaridos que incluyen el almidén y la

celulosa originan por hidrolisis muchas moléculas de monosacaridos (Chang, 2008).

La influencia de los azucares en la estabilidad de las antocianinas ha sido controversial en
varios estudios demostrando en algunos como los azlcares mejoran la estabilidad de las
antocianinas, no las afecta o las perjudica. Muchas investigaciones realizadas han trabajado
con la adicion de diferentes aditivos como: acidos, azlcares, sales, hidrocoloides y
diferentes compuestos fendlicos con el proposito de mejorar la estabilidad de antocianinas.
Una reciente publicacion demostré que se puede utilizar el azicar para la prevencion de
degradacion termal de antocianinas en zumo de mora. Utilizando 10% de sacarosa,
fructosa, glucosa y trehalosa; la adicion de trehalosa tuvo el mayor impacto en la
estabilidad de las antocianinas. Concluyendo que la formulacién cuidadosa de comidas, en
ese caso adicion de azUcar a zumo de mora, puede minimizar la degradacion de
antocianinas durante el calentamiento (Kopjar y Pilizota, 2011). Las concentraciones altas
de azucar (> 20 %) o de jarabe para preservar las frutas o jugo de frutas, tienden a ejercer
un efecto protector sobre la antocianina (Justiniano, 2010). En otro estudio realizado por

Wrolstad et al. (1990) se analizé el efecto protector que tiene la sucralosa sobre puré de
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fresa; y en las que se encontré6 que a mayor cantidad de azucar mejoro el efecto. Este
resultado puede ser analizado con la reduccion de actividad de agua en el producto en el
que estabiliza a las antocianinas (De Ancos et al., 1999). A concentraciones bajas, la
fructuosa, arabinosa, lactosa y sorbosa tiene un efecto degradativo mayor sobre las
antocianinas que la glucosa, sacarosa y maltosa (Fennema, 2000). Duhard et al. (1997)
encontré que no hay diferencia en la estabilidad de la antocianina frente al calor al usar
azlcar y no azucar en un modelo de bebida comercial. Calvi y Francis (1978) reportaron
estabilizacion en condiciones de almacenamiento para las antocianinas de uva en un
modelo de jugo por la adicion del 15% de sucrosa o glucosa. Sin embargo, la estabilidad
térmica se redujo al afiadir 15% de sacarosa en contraste a la adicién del 15% de glucosa.
También se ha visto que la mezcla de &cidos con azucares como en el caso de sorbitol con
acido citrico exhibe estabilizacion en la grosella negra (Hubberman et al., 2006). El efecto
del azlucar afiadido sobre la estabilidad de la antocianina depende de su estructura,
concentracion y tipo de azdcar. Wrolstad et al. (1990) reportaron que la concentracion de
sacarosa al 30% incrementaba la estabilidad de antocianinas en fresas. Por otro lado una
baja concentracion (86 g L-1) la degradacion de antocianinas de col morada, grosella negra
y “elderberry” mientras lo opuesto sucedia con el extracto de uva (Dyrby et al., 2001).
Rizzolo et al. (2003) report6 que el contenido total de antocianinas en almacenamiento no
mostro diferencia significativa a 10 y -20°C, y no hubo cambio a -30°C. No se observo
ninguna influencia en la adicion de azucares (Nikkhah y Khayamy, 2007). Mientras en
otros estudios, la adicion del 40% de sorbosa, arabinosa y levulosa en las antocianinas de

fresa redujo la vida media del pigmento.
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SACAROSA

Es el disacarido mas extendido en el reino vegetal. Se encuentra en casi todos los frutos y
en muchas semillas de plantas, sobre todo en la remolacha (16-20%) y en la cafia de azUcar
(14-16%), que se produce principalmente en la India, Brasil, Cuba, China, México, EE.UU
y Filipinas (Beyer, 1987). Este azUcar se obtiene por hidrdlisis acida de una mezcla
equimolar de los dos monosacaridos que la componen: la D-glucosa y la D-fructosa

(Allinger et al., 1984).

FIGURA 5. ESTRUCTURA QUIMICA DE LA SACAROSA

FUENTE: BEYER, 1987

FrRucTOSA

La fructosa es un monosacarido identificado comdnmente como el azucar de las frutas, su
formula gquimica es idéntica a la de la glucosa (CgH120¢) pero difiere en su estructura
molecular. La fructosa hace parte del grupo de carbohidratos llamados monosacaridos
simples, aporta 4 kilocalorias por gramo y su poder endulzante es 170 veces mayor que el

de la sacarosa o0 azucar de mesa (Lé y Tappy, 2006).

FIGURA 6. ESTRUCTURA QUIMICA DE LA FRUCTOSA
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Este monosacarido esta presente en alimentos como las frutas, verduras y miel. La fructosa
a pesar de tener una formula quimica similar a la glucosa, presenta diferencias en su
metabolismo ya que esta es absorbida més lentamente, aunque es captada y metabolizada
de manera mas rapida por el higado su efecto estimulante resulta siendo inferior es decir la

liberacion de insulina se da de manera mas lenta (Riveros et al., 2014).

3.4 IONES METALICOS

Un ion es un atomo o grupo de atomos cargados eléctricamente, los que tienen carga
positiva se llaman cationes y los de carga negativa aniones. Los elementos metalicos como
el cobre, hierro, zinc, aluminio, etc. son muy comunes, sin embargo es raro encontrarlos
puros en la naturaleza (Cane y Sellwood, 1994). Los complejos entre metales y
antocianinas estan muy extendidos en el reino vegetal y amplian el espectro de color de
flores. Las antocianinas con grupos hidroxilo y fendlicos vecinos pueden secuestrar
numerosos metales multivalentes. La formacion de complejos con metales produce una
desviacién batocromica hacia el azul. Se ha empleado la adicion de AlICIl3a soluciones de
antocianinas como método analitico para diferenciar entre cianidina, petunidina y
delfinidina de la pelargonidina, peonidina y malvidina. Este Gltimo grupo no reacciona con

el ion AI** debido a que no tiene hidroxilos y fendlicos vecinos (Fennema, 2000).

En el caso de iones metélicos, existen los mismos resultados controversiales frente al
efecto sobre las antocianinas. Puesto a que se forman complejos de metal al reaccionar con
aluminio, cobre y hierro. EI complejo antocianina-metal solamente se forma para la
cianidina, delfinidina y petunidina ya que pueden formar sus uniones con los metales por el
grupo hidroxilo libre que tienen en sus anillos (Rein, 2005). Se ha observado que el calcio,

hierro, aluminio y estafio ofrecen ciertas protecciones a las antocianinas de los zumos de
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arandano americano; sin embargo, la decoloracién azul y parda producido por los
complejos metal-tanino contrarresta cualquier efecto beneficioso (Fenneman, 2000). Sin
embargo, existen otros estudios en los que se determina que la adicion de iones metalicos
puede tener diferentes efectos sobre las diferentes antocianinas. Las antocianinas del grupo
delfinidina, petunidina y cianidina, como es el en caso del maiz morado, son capaces de
formar complejos con metales por su grupo hidroxilo libre en el anillo B (Rein, 2005). En
productos como puré de frutilla (Wrolstad y Erlandson, 1973), jugo de arandano (Starr y
Francis, 1974) y “crowberry” (Kalio et al., 1986) se ha visto que la adicion de Fe** y AI**
mejora la estabilidad de las antocianinas. Se ha reportado también que los quelatos de
antocianinas-metales interaccionan de cierta manera con algunos polisacaridos incluyendo
la pectina para mantener la estabilidad de color del complejo. Cationes metalicos son
capaces de unir antocianinas con polisacaridos para formar un complejo estable (Tachibana
et al., 2013). En investigaciones realizadas en China, se establece que la adicion de
conservantes alimenticios e iones metalicos pueden tener diferentes efectos sobre el color y
la estabilidad de las antocianinas cianidinas. Entre los resultados indicaron que los iones
Ca®*, Cu*" y AI** demuestran efectos aumentados en el color, pero no en la estabilidad del
mismo. El Zn?* y el Mn?* han mostrado efectos positivos en la estabilidad y en el color, y
por ultimo el benzoato de sodio aumenta la estabilidad de las antocianinas cianidinas (Li et
al., 2009). Segln Yao et al. (2006) la adicién de iones metalicos como Mg**, Zn®*, Fe®* y
acido benzoico no causaron la destruccion de las antocianinas. A su vez, se realiz6 un
estudio sobre los metales presentes dentro del maiz morado y se encontr6 que el calcio, el
magnesio, el cobre y el zinc presentes en el area donde hay mayor cantidad de antocianinas
en el grano, lo ayudan a estabilizarlo (Castafieda et al., 2006). La copigmentacion ha sido

sugerida como el principal mecanismo para la estabilizacion de color, un copigmento
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puede ser flavonoide, alcaloides, aminoacidos, acidos organicos, nucledtidos,

polisacaridos, metales y las mismas antocianinas (Mazza y Brouillard, 1990).

SULFATO FERROSO

El sulfato ferroso se obtiene como subproducto del decapado de acero y de muchas
operaciones quimicas, también por la accion del &cido sulfurico diluido sobre el hierro y
por oxidacion de piritas al aire seguida de lixiviacion y tratamiento con residuos de hierro

(Distribuidora de Quimicos Industriales, 2009).

FosFAaTO DE CALCIO

El fosfato de calcio es una familia mineral con la formula empirica de Caz(PQO,),. Dentro
de sus aplicaciones, la industria alimenticia lo usa para la elaboracion de quesos y procesos
de panificacion (USDA, 2014). El calcio es indispensable para la estructura 6sea del
cuerpo humano, y a su vez el fosforo forma parte muy importante del ADN y ARN
(Chang, 2007). Es importante tomar en cuenta que para pacientes con fallas renales no se
debe consumir cantidades superiores a 1000 mg al dia de fosfato de calcio y aparte se debe

tomar en cuenta que la calidad usada para este aditivo debe ser alta (Ritz et al., 2012).

35 AMINOACIDOS

Los aminoacidos son las unidades esenciales de las proteinas. Estas son pequefios
compuestos organicos formados de un grupo amino, un grupo lateral que se lo representa
como (R) y un &acido carboxilico (Starr y Taggart, 2008). La unién de tres 0 mas
aminoacidos unidos por enlaces peptidicos forman una cadena de polipéptidos, y de esta
manera se forma una secuencia de proteinas que pueden ser de estructura primaria,

secundaria o terciaria (Bray et al., 2006). Para un adulto con una dieta normal el valor
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diario recomendado (VDR) de las proteinas (o aminoacidos) es de 50 gramos, sin embargo,
este valor cambia para mujeres embarazadas y nifios menores de 4 afios (Whiting, 2002).
Se debe tomar en cuenta que el exceso de un aminoacido en la dieta puede obstaculizar la
absorcion de otro aminoacido generando descompensaciones, y a su vez la falta de
aminoéacidos puede tener efectos graves de salud, como por ejemplo, en la densidad 6sea
(Whiting, 2002). No existe mucha informacion sobre la interaccion que tienen los
aminoacidos con las antocianinas, pero estos pueden funcionar como copigmentos y asi
mejorar la estabilidad de los mismos. Hubberman et al. (2005) realizaron estudios en los
gue usaban siete aminoacidos diferentes en grosella negra para ver su efecto sobre el color
durante el almacenamiento. Se observé que el triptofano mejoré el valor de A
(generalmente el color rojo segun el Color CIEL*a*b); sin embargo, este color se perdid
drasticamente durante el almacenamiento. Los resultados demostraron que con el tiempo la
metionina fue el aminoacido que aumenté la estabilidad y en efecto fue por una

copigmentacion entre este y la antocianina.

METIONINA

La metionina es un aminoacido esencial para el cuerpo humano ya que este no es
producido por el mismo (Starr y Taggart, 2008). Este se puede encontrar en alimentos
como algunos granos, cereales, carne, pescado y los huevos (Gomez, 2009). La metionina
ayuda a descomponer la grasa en el cuerpo y también sirve como una molécula
antioxidante ayudando a combatir los radicales libres (Balch, 1997). Hay que tomar en
cuenta que junto con la tirosina, la metionina tiene mayor probabilidad de causar toxicidad
en el cuerpo humano que otros aminoacidos (Whiting, 2002). Sin embargo, no existe una
cantidad recomendada de la ingesta de este aminoacido y depende netamente de cada

individuo, su edad, su peso, ritmo de vida y su dieta (Wardlawet al., 2005).
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FIGURA 7. MOLECULA DE METIONINA
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S
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FUENTE: STARR Y TAGGART, 2008

TREONINA

La treonina es otro aminoacido esencial para el cuerpo. Este estd presente en pescado,
carnes, lentejas y semillas de sésamo (Shi, 2009). Este puede ayudar a la formacion de
elastina y colageno, y a su vez promueve el fortalecimiento del sistema inmunolégico

(Balch, 1997).
FIGURA 8. MOLECULA DE TREONINA
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FUENTE: SHI, 2009
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IV. METODOLOGIA

4.1 OBTENCION MATERIA PRIMA

Las dos variedades de maiz morado fueron proporcionadas por Mario Caviedes profesor de
la Universidad San Francisco de Quito. Estas variedades provienen de dos grupos. El
grupo A consistia en granos cuyos padres eran maiz amarillo derivados del cruce entre dos
poblaciones del CIMMYT (Centro Internacional de Mejora de Maiz y Trigo) las
poblaciones 5 y la 6, que segregaban granos negros. Estas dos son poblaciones con una

base genética del germoplasma de maiz de tierras altas.

Los padres del grupo B fueron recolectados de El Quinche, Pichincha-Ecuador. Se
realizaron dos autopolinizaciones en los dos grupos para mejorar el color de los granos

negros para el desarrollo de nuevas lineas comerciales de maiz negro.

Los azlcares fueron obtenidos en el supermercado “Supermaxi” localizado en el centro
comercial de Cumbaya. La sacarosa utilizada es de marca San Carlos con presentacion de

1 kg, y la fructosa fue de marca Poly foods con presentacion de 3 libras.

El sulfato ferroso fue obtenido de la casa comercial Loba Chemie y el fosfato de calcio de

Sigma Aldrich, sus fichas técnicas se encuentran en el Anexo 8.

Los aminoéacidos se obtuvieron a través de la empresa Pollo Favorita S.A. (POFASA) en

presentaciones de 500gr {Anexo 8}.

4.2 SECADO DE MAIiz

Se sec6 el maiz morado en un horno convencional de la cocina de la Universidad San

Francisco de Quito a 50°C durante 150 minutos.
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4.3 EXTRACCION DE LAS ANTOCIANINAS

El procedimiento fue basado segun lo expuesto en el trabajo de Gorriti et al. (2009).
Primero se pes6 2,5 gramos del maiz morado molido para luego agregar 200mL de
solucion etandlica al 20% (etanol a 96%), la extraccion se dio con agitacion durante 120

minutos. Los extractos obtenidos fueron filtrados utilizando papel filtro Whatman N°1.

4.4 DESTILACION DEL ETANOL Y AISLAMIENTO DE LAS ANTOCIANINAS

La eliminacidon del etanol se realiz6 en un Rotavapor de marca Buchi modelo R-200/205,
junto con una bomba de vacio de marca Welch Gem ® Direct-Drive Vacuum Pump
Modelo 8890. A partir de cada filtrado se tomaban 160 mL de muestra y la destilacion se
realizaba a una presion de 400 psi hasta obtener un destilado de alrededor 35 mL (cantidad
de etanol puro en la solucion). Luego la solucion destilada proseguia a ser enfriada por
alrededor de 30 minutos para luego someterlo a pasteurizacién. El etanol se descartaba y se
aseguraba que el embudo en el que contenia la muestra este completamente limpio y seco

antes de usar la siguiente muestra.

4.5  CUANTIFICACION ANTOCIANINAS

Cuantificacion de antocianinas segun el método de pH diferencial

Una alicuota del extracto (2mL) se diluyo en un matraz de 25 mL con soluciones buffer de
cloruro de potasio (pH 1) y acetato de sodio (pH 4,5). En las soluciones preparadas se
determind el contenido de antocianinas segun el método de pH diferencial, de acuerdo a
Giusti & Wrosltad (2001) utilizando un espectrofotometro y su contenido se expresé como

cianidina-3-glucdésido de acuerdo a la siguiente expresion:

Total antociani (mg)A*PM*FD*1000
otal antocianinas ) el




47

Donde: A = (A510 — A700) pH 1 — (A510 — A700) pH 4,5; PM (Peso Molecular)= 449,2
g/mol para cianidina-3-glucosido; FD= factor de dilucion; I= longitud de paso de celda en
cm; E=26900 coeficiente de extincion molar para cianidina-3-glucésido; 1000= factor de

conversion de g a mg. Todos los andlisis fueron realizados por duplicado (n=2).

4.6 PASTEURIZACION DE LAS MUESTRAS

Se realiz6 una pasteurizacion instantdnea o High Temperatura Short Time (HTST), este
método consiste en someter el alimento a una temperatura cercana a los 79°C, durante un
periodo de al menos 15 segundos. En el ensayo lo que se hizo fue llevar las muestras a una
temperatura de 80°C por 15 segundos utilizando estufas Fisher Scientific Isotemp con
modelo de serie 210N3537 y termdmetros LCD Digital Waterproof Thermometer modelo
BOE 311. Después de la pasteurizacion las muestras fueron enfriadas en un mini
frigorifico ubicado en el laboratorio de Ingenieria de Alimentos de la Universidad San
Francisco por 45 minutos hasta que llegue a una temperatura final entre 25 y 30°C para

luego volver a cuantificar el contenido de antocianinas.

Los analisis de medicién de antocianinas se realizaron en un espectrofotdémetro modelo
GENESYS ™ 10. Los analisis en el espectrofotometro se realizaron en celdas de 1lcm,
utilizando una celda para cada muestra diferente y en orden aleatorio para reducir el error

experimental.

4.7  MEDICION DEL PH (PH: (METODO 14.022 AOAC, POTENCIOMETRO)

Para esta medicion se utilizo el potenciometro Fisher Scientific accumet pH meter modelo
AR50. Este equipo usa electrodo para medir el pH de una solucion. Este equipo fue
previamente calibrado con soluciones a pH 4,7 y 9, con el fin de garantizar una medicion

exacta.
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4.8 MOLECULAS UTILIZADAS PARA LA ESTABILIZACION

Se pes6 un 10, 15 y 20% tanto de sacarosa como de fructosa segun el peso del volumen del
extracto obtenido. Para los aminoacidos se utilizaron metionina y treonina en un 0,4%
(p/v) en relacion al volumen del extracto. Los iones de hierro (en forma de sulfato ferroso)
y calcio (en forma de fosfato de calcio) se los utilizé en una concentracion de 0,025M y

0,05M.

4.9 DISENO EXPERIMENTAL

En cada estudio se utilizé un DCA (Disefio Completamente al Azar) con un nivel de
significancia de 0,05. Las variables que se midieron fueron pH y cantidad de antocianinas
con tres repeticiones cada una. Para el test de comparacion multiple se utilizé el de

DUNCAN.

Para la combinacion de antocianinas con azUcares se analizaron 4 tratamientos tanto para
fructosa como para sacarosa en concentraciones de 0%, 10%, 15% y 20%. Para la
combinacién de antocianinas con iones metélicos se estudiaron un total de 5 tratamientos
en los cuales se utilizaron dos concentraciones, 0,025M y 0,050M para hierro, calcio y un
control. Por ultimo, para la mezcla de antocianinas con aminoacidos se realizaron 3
tratamientos, utilizando una concentracion de 0,4% de metionina y treonina, mas un

control.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS DE TRES VARIEDADES DE MAIZ

TABLA 2 ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA LA CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS PROCEDENTES DE
TRES TIPOS DE MAIZ (mg/g).

FV gl SC CM Fc Ft
TOTAL 17 816,886066
TRAT 2 799,886215 | 399,943107 | 352,894062* 3,68
ERROR EXP 15 16,9998514 | 1,13332343

*Significativo al 5% de probabilidad por la prueba F

TABLA 3 PRUEBA DE DUNCAN PARA LA CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS PROCEDENTES DE TRES TIPOS
DE MAIZ (mg/g).

Tratamiento B A C
3,27 4,66 18,06
c b a

Medias seguidas por las mismas letras no difieren entre si al 5% de probabilidad por la prueba de Duncan.

| RMD*sy 1,3081809 | 1,37337264]

La primera fase del experimento tuvo como propésito determinar el contenido de
antocianinas de tres variedades de maiz morado. Una de las variedades provenia del Perd
(C) vy las otras dos son mejoradas y provenientes del Ecuador (A y B). El coeficiente de
variacion de 12% y una desviacion estandar de 0,435. El coeficiente de variacion (CV) es
alto debido a las siguientes razones; primero puede deberse a que es una estimacion en
base a la formula de pH diferencial y este puede presentar un grado de error en sus
resultados. Otro motivo se puede asumir al ajuste metodoldgico realizado, ya que la
destilacion del etanol podria no haber sido homogénea en todas las muestras. Por Gltimo,
puede deberse a que exista un grado de turbidez en la solucién que altere la lectura de la

absorbancia de las mismas. Existi¢ diferencia significativa en la cantidad de antocianinas
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de las diferentes variedades de maiz morado (Tabla 2). Siendo la variedad C la de mayor

contenido de antocianinas seguida por la A y por Gltimo la B (Tabla 3).

El contenido de antocianinas de las diferentes variedades de maiz morado varié como era
de esperarse ya que la variedad C era proveniente del Per( que denota un color morado
mucho mas intenso que las otras dos variedades mejoradas que son provenientes del
Ecuador (Anexo 4). Segun un estudio de Gorriti et al. (2009) los resultados mostraron que
en el maiz morado (Zea Mays L.) se encontraban entre 8,404 y 47,984 mg antocianinas/g
por muestra determinados segun el método de pH diferencial. La variedad C se encuentra
dentro de estos rangos mientras las variedades A y B son mucho menores, esto se debe a
que son modificadas y no presentan esa tonalidad morada que tiene la C. Sin embargo
siendo las dos variedades mejoradas la variedad A fue significativamente mejor ya que
presentd un mayor contenido de antocianinas que la variedad B. Pero si se comparan estos
valores con un trabajo de Yang et al. (2007) relacionado con la extraccion éptima de
antocianinas de corontas del maiz morado de un cultivar de la China en mezclas etandlicas
y metandlicas al 80, 90 y 100% (v/v) acondicionadas convenientemente en medio &cido
con los acidos acético y citrico al 0,25, 0,5 y 1% (v/v) encontraron valores cercanos a 6
mg/g muestra (5,90 mg de antocianina/g muestra), siendo este valor mas cercano a los de
las variedades A y B del estudio. Como se habia mencionado China tiene alta produccion
de maiz morado, sin embargo la concentracién del pigmento es menor y estas variedades
mejoradas del Ecuador tenian valores de antocianinas similares pudiendo ser competentes

en el mercado internacional.

Para el estudio no se utilizd la variedad C a pesar de ser la de mayor cantidad de
antocianinas solo se queria comparar si existia una gran diferencia entre el maiz peruano y

el ecuatoriano, resultando significativamente diferentes. El interés verdadero era utilizar
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una de estas dos variedades mejoradas provenientes del Ecuador para llamar la atencion
acerca de estas novedosas materias primas y que en un futuro se incorporen en la dieta del
ecuatoriano para alejarnos de aquellos productos que no aporten un beneficio a nuestra
salud. Y que posiblemente ayuden a reducir la incidencia de diversas enfermedades. Por

eso se procedid a realizar todo el estudio utilizando la variedad A.
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5.2  CUANTIFICACION Y ANALISIS DE LAS ANTOCIANINAS DEL MAIZ MORADO
USANDO DIFERENTES AZUCARES A DIFERENTES CONCENTRACIONES

TABLA 4 ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA LA CUANTIFICACION DE LA PERDIDA DE ANTOCIANINAS
DEL MAIZ MORADO MEZCLADAS CON DIFERENTES AZUCARES DESPUES DE LA PASTEURIZACION (mg/g).

FV al SC CM Fc Ft
TOTAL 27 5,36655691
TRAT 6 4,52701243 | 0,75450207 | 18,8727862* 2,57
ERROR EXP 21 0,83954448 | 0,03997831

*Significativo al 5% de probabilidad por la prueba F

TABLA 5 PRUEBA DE DUNCAN PARA LA CUANTIFICACION DE LAS PERDIDAS DE ANTOCIANINAS DEL MAI{zZ

MORADO MEZCLADAS CON DIFERENTES AZUCARES DESPUES DE LA PASTEURIZACION (mg/g).

Tratamiento | 15% Sacarosa Blanco 10% Sacarosa | 20% Sacarosa | 10% Fructosa | 15% Fructosa | 20% Fructosa
1,05 1,10 1,25 1,30 1,93 1,97 2,02
edc edc dc c ba ba a

Medias seguidas por las mismas letras no difieren entre si al 5% de probabilidad por la prueba de Duncan.

IRMD*sy |  0,29492| 0,30991593| 0,31891349| 0,32491187| 0,32991051| 0,33390943

Se sabe que el efecto que tiene el azucar va a depender de la estructura de la antocianina y
también del tipo y concentracion del azucar utilizada (Cavalcanti et al., 2011). El
coeficiente de variacién (CV) fue de 13% y la desviacion estandar de 0,0999; el valor del
CV fue alto, por las mismas razones mencionadas con anterioridad. La tabla del ANOVA
para los analisis de la cuantificacién de la pérdida de antocianinas del maiz morado
mezcladas con azUcares en diferentes concentraciones y luego sometidas a temperaturas de
pasteurizacion, demuestran que existio una diferencia significativa entre los diferentes
porcentajes de sacarosa y fructosa usados para la estabilizacion de las antocianinas (Tabla

4).

Para poder determinar si existieron diferencias entre los diferentes tratamientos se aplicé la
prueba de DUNCAN (Tabla 5). Esta tabla demuestra que los tratamientos que comparten el

mismo rango con el blanco fueron los tratamiento de 10% y 15% de sacarosa. Esto
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demuestra que tanto el blanco como los tratamientos con 10% y 15% de sacarosa son
aquellos en los que se vieron menores pérdidas de antocianinas luego de la pasteurizacion.
Por otro lado el agregar fructosa provocé mas dafio en la estabilizacion de las antocianinas
que la sacarosa. El 10, 15 y 20% de fructosa compartieron el mismo rango (“a”), es decir
que estas concentraciones tuvieron un mayor impacto sobre la estabilidad de los

pigmentos.

En base a los resultados experimentales se pudo ver que el efecto de la fructosa es mas
agresivo que la sacarosa. Esta informacion se puede sustentar con la idea de que los
azucares reductores, como la fructosa, crean mayor dafio a las antocianinas que los
azucares no reductores como la sacarosa (Fennema, 2000). En este caso la adicion de 10,
15 y 20% de sacarosa no estabilizé pero tampoco afectdé més a las antocianinas, pues

comparten el mismo rango con el blanco (“c”).

El porcentaje de azucar tuvo un efecto significativo en la estabilidad de las antocianinas
ante el calentamiento. De acuerdo con la prueba de DUNCAN (Tabla 5) que mostré que el
efecto negativo causado sobre la antocianina fueron los tratamiento en los cuales se
utilizaba fructosa. Rubinskiene et al. (2005) sustentan estos resultados al demostrar que la
fructosa tiene efectos mas agresivos sobre las antocianinas que el aspartame y la glucosa; y
se corrobora con la informacion en otro estudio en el que se determina que la degradacion
se ve principalmente afectada por la fructosa, siguiéndole luego la sacarosa y por ultimo, la
glucosa es el aztcar que menos afecta (Cao et al., 2009). Una razdn por la que la fructosa
tuvo mayor efecto en la degradacion es que este monosacarido es una cetohexosa y tiene la
capacidad de formar mas rapido el compuesto furfural una vez que haya sido sometido a
calentamiento que la glucosa y la sacarosa. EI compuesto furfural es un derivado de

pentosas que se da por una deshidratacion cuando los monosacaridos son sometidos a calor
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y estan en un medio acido (Diaz et al., 2005). En base a estos resultados, se demostré que
para la antocianina del maiz morado (cianidina 3-glucosido) la sacarosa no afecto la
estabilidad ya que es significativamente igual al blanco, por otro lado fructosa afectd

notablemente la estabilidad de las antocianinas.

Por otro lado, los tratamientos que fueron significativamente iguales al blanco son todos en
los que se utilizo la sacarosa. Los resultados son sustentados con estudios realizados por
Kopjar y Pilizota (2011) en los que demuestran que la adicion del 10% de sacarosa puede
ayudar a la estabilidad de las antocianinas; por otro lado, Hubberman (2005) demostré que
la adicion del 15% de sacarosa a un modelo de jugo de uva tuvo mejor efecto que la
adiciéon de un azucar reductor como la glucosa. Esto coincide con los resultados que se
obtuvieron en el presente estudio que determina que el rango entre el 10 y 15% de sacarosa
podria no afectar tanto a una bebida comercial. A su vez estudios realizados para
determinar una produccién de antocianinas optima en sistemas de cultivos celulares,
encuentran que la adicion entre el 6 y 12% de sacarosa ayudaron significativamente a la
produccion de la misma (Mifiano et al., 2004). Tsai et al. (2005) demostraron que a
concentraciones mayores del 20% de sacarosa, se ve un mayor efecto negativo en la
estabilidad de las antocianinas. Se demuestra que a estas concentraciones las antocianinas
sobrepasan un efecto hipercromico antes de sobrepasar cualquier efecto térmico; sin
embargo los productos de pardeamiento son quienes pueden realzar el efecto de
descoloracion de las mismas. Las bebidas que utilizan maiz morado, como la chicha
morada, contienen alrededor de 8.8 y 12.8% de azucar en su formulacion. Por lo que si se
utilizara un 10% de sacarosa la bebida de chicha morado no se veria mayormente

perjudicada.
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Se realiz6 un analisis de medicién de pH para cada tratamiento con el fin de verificar que
estos estén dentro de rangos aceptables y a su vez, este analisis sirve para ver si es que
existe algun comportamiento sobre el pH diferente dependiendo del azucar. El experimento
tuvo un coeficiente de variacion de 0,58% y una desviacion estandar de 0,0185; estos

valores son bajos ya que se usé el potenciémetro y este puede representar menos errores.

TABLA 6 ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA EL pH DE LAS ANTOCIANINAS DEL MAIZ MORADO
MEZCLADAS CON DIFERENTES AZUCARES DESPUES DE LA PASTEURIZACION.

FV gl SC CM Fc Ft
TOTAL 27 0,61589643
TRAT 6 0,58692143 | 0,09782024 | 70,8964625* 2,57
ERROR EXP 21 0,028975 | 0,00137976

*Significativo al 5% de probabilidad por la prueba F.

TABLA 7 PRUEBA DE DUNCAN PARA EL ANALISIS DE pH DE LAS ANTOCIANINAS DE MAIZ MORADO
MEZCLADAS CON DIFERENTES AZUCARES DESPUES DE LA PASTEURIZACION.

Tratamiento 20% saca 15% saca 20% fruc 10% saca 15%fruc 10%fruc Blanco
6,18 6,20 6,32 6,37 6,48 6,52 6,61
d d c c b b a

Medias seguidas por las mismas letras no difieren entre si al 5% de probabilidad por la prueba de Duncan.

IRMD*sy | 0,05465008| 0,05744497| 0,0591165| 0,060268| 0,06119663| 0,06190239 ]

El ANOVA determiné que si existieron diferencias significativas en los valores de pH para
los tratamientos en los cuales se utilizaron azucares para la estabilizacion de los pigmentos
(Tabla 6). Para determinar la diferencia entre los tratamientos se realiz6 la prueba de
DUNCAN Yy se establecié que los tratamientos que tienen el mismo rango son el 15y 20%
de sacarosa (6,18 6,20), 20% de fructosa y 10% de sacarosa (6,32 y 6,37) y por ultimo el
15 y 10% de fructosa (6,48 y 6,52). A su vez, se puede sefialar que el tratamiento que

obtuvo el pH més bésico fue el blanco con un valor de 6,61. Los rangos establecidos en
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esta prueba fueron diferentes a los obtenidos en la prueba de DUNCAN de la Tabla 4 esto
comprobd que la estabilidad del tratamiento fue afectada dependiendo del tipo y
concentracion de azUcar que se utilizé y no por el cambio de pH. En el caso del analisis de
pH se observé que los tratamientos del 10% de sacarosa y 20% de fructosa son
estadisticamente iguales, sin embargo el efecto del 20% de fructosa sobre la estabilidad de
las antocianinas fue uno de los tratamientos en el que se dieron mayores pérdidas de
antocianinas. En base a estos resultados se puede sefialar que si existid una interaccion
entre la molécula de azlcar y la antocianina y que el pH no jugd un rol determinante en la
estabilidad de la misma. La antocianina del maiz morado es acilada y por lo tanto puede
ser mas estable a rangos ligeramente acidos o soluciones acuosas neutras (Fossen et al.,

1998).
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5.3  CUANTIFICACION Y ANALISIS DE LAS ANTOCIANINAS DEL MAIZ MORADO
USANDO SULFATO FERROSO Y FOSFATO DE CALCIO A DIFERENTES
CONCENTRACIONES.

TABLA 8 ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA LA CUANTIFICACION DE LAS PERDIDAS DE LAS
ANTOCIANINAS DEL MAIZ MORADO MEZCLADAS CON DIFERENTES IONES DESPUES DE LA PASTEURIZACION

(mg/g).
FV gl SC CM Fc Ft
TOTAL 24| 2,09312719
TRAT 4| 1,48773874| 0,37193468 | 12,287472* 2,87
ERROR EXP 20| 0,60538845| 0,03026942

*Significativo al 5% de probabilidad por la prueba F.

TABLA 9 PRUEBA DE DUNCAN PARA LA CUANTIFICACION DE LAS PERDIDAS DE LAS ANTOCIANINAS DEL
MAiZ MORADO MEZCLADAS CON DIFERENTES IONES DESPUES DE LA PASTEURIZACION (mg/g).

Tratamiento 0,025M Fe | 0,025M Ca Blanco 0,05M Ca 0,05M Fe
1,10 1,15 1,17 1,43 1,75

dc dc c b a
Medias seguidas por las mismas letras no difieren entre si al 5% de probabilidad por la prueba de Duncan.

IRMD*sy | 0,2295208| 0,24120081| 0,24820341] 0,25287182]

En el experimento de la adicidén de iones en los extractos de antocianinas se obtuvo un
coeficiente de variacion de 13% Yy una desviacion estandar de 0,077. Segun el ANOVA
(Tabla 8) existi6 una diferencia significativa entre las concentraciones de iones usadas para
la estabilizacion de antocianinas. En cuanto a la prueba de rango multiple DUNCAN
(Tabla 9) se observa que la concentracién 0,025M tanto de hierro como de calcio son
estadisticamente iguales que el blanco, lo que indicO que a esa concentracion esos iones no
afectaron la estabilidad ni la mejoraron, se mantuvieron como el blanco. Mientras que las
concentraciones 0,05 M de hierro y calcio son los tratamientos méas dafiinos de todos,

siendo el de hierro el que mas perjudicé a los antioxidantes.
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El uso de iones metalicos como moléculas estabilizantes para las antocianinas ha sido muy
controversial dando resultados positivos en ciertos estudios como negativos en otros. En el
caso de la presente investigacion lo que se pudo observar es que no se estabilizaron las
antocianinas como se esperaba, sin embargo, una concentracion de 0,025M de hierro y de
calcio muestran que la cantidad de antocianinas que se destruyen son iguales que las del
blanco al ser sometidas a temperatura de pasteurizacion. Tachibana et al. (2013)
demostraron que al realizar la combinacién de la cianidina-3-glucésido con Fe?* y Fe*
mostraron que fue estabilizada térmicamente aunque se formaban ciertos aglomerados, que
lograron evitar la formacion de aglomerados usando alginato el cual ayudaba a la
formacion de un complejo estable. Estos investigadores si lograron estabilizar las
antocianinas frente a temperaturas, lo que no sucedio en nuestro estudio, pudo deberse a la
concentracion de hierro usado lo cual no es mencionado en el trabajo de Tachibana et al.
(2013). Los resultados obtenidos mostraron que una cantidad de 0,05M de hierro tiene un
efecto negativo mayor que una concentracion de 0,025M del mismo ion, por lo que se
podria pensar que si se utiliza una concentracién menor a 0,025M podria obtenerse mejores
resultados sobre la estabilidad de las antocianinas. Es muy importante resaltar también que
solo la cianidina, delfidina y la petunidina son capaces de tener una quelacion con un metal
debido a que tienen mas de un grupo hidroxilo libre en su anillo cromano. Los metales méas
comunes que forman complejos con estas antocianinas son estafio, cobre, hierro, aluminio,
magnesio y potasio. Otro aspecto a tomar en cuenta es que segin Kunsagi-Maté et al.
(2008) el estado de oxidacion de iones de hierro juega un papel crucial en la formacién de
complejos copigmentantes. Sin embargo, el calcio también ha tenido efectos sobre las
antocianinas como mencionan Castafieda-Ovando et al. (2009) y Gonzalez-Manzano et al.
(2008) cuando evaluaron el contenido metalico en el maiz morado demostraron que los que

se hallaban en mayor cantidad eran calcio, cobre y hierro y que si son capaces de formar un
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complejo con la cianidina (antocianina mayoritaria en el maiz morado) y estabilizandola
segun constantes de estabilidad estimadas por electroforesis de capilaridad. La asociacion
de las antocianinas con otros compuestos afectan su estabilidad, probando que son un
importante mecanismo de estabilizacion, sin embargo, estas reacciones tienen dos
desventajas la primera es que son muy dificiles de controlar y la segunda es la poca
informacidn que se tiene de estas en este método quimico de estabilizacion (Cavalcanti et

al., 2010).

Se observo que la concentracion de 0,05 M de hierro es la que afecta mas al extracto, pues
la perdida de antocianinas es mayor, esto se debe, a que a pesar de que el acomplejamiento
puede incrementar y estabilizar el color de las antocianinas, los mismos pueden provocar
pérdidas del color, ya que, considerando la habilidad de los metales como cobre y hierro de
actuar como catalizadores redox generan un resultado negativo (Walford, 1980). Esto es lo
que se observa en el contenido de antocianinas y es bastante drastico el cambio de color en

el extracto {Anexo 6}.

TABLA 10 ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA EL pH DE LAS ANTOCIANINAS DEL MAiZ MORADO
MEZCLADAS CON DIFERENTES IONES DESPUES DE LA PASTEURIZACION.

FV gl sC CcM Fc Ft
TOTAL 24 20,58395
TRAT 4 20,51328 512832 | 1451,34286* 2,87
ERROR EXP 20 0,07067 | 0,0035335

*Significativo al 5% de probabilidad por la prueba F.

TABLA 11 PRUEBA DE DUNCAN PARA pH DE LAS ANTOCIANINAS DEL MAIZ MORADO MEZCLADOS CON
DIFERENTES IONES DESPUES DE LA PASTEURIZACION.

Tratamiento | 0,05 MFe | 0,025MFe | 0,06 MCa | 0,025 M Ca Blanco
3,978 4,158 4,834 5,116 6,529

e d c b a
Medias seguidas por las mismas letras no difieren entre si al 5% de probabilidad por la prueba de Duncan.

RMD*Sy 0,0784223 | 0,08240987 | 0,08480242| 0,08639745
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En la variable de pH utilizando los iones metalicos el experimento tenia un coeficiente de
variacion de 1,20% vy una desviacion estandar de 0,0265. Existio una diferencia
significativa en el pH de los extractos cuando se mezclan con diferentes concentraciones
de iones de hierro y calcio (Tabla 10). Los rangos obtenidos a partir de la prueba de
DUNCAN sefialan que todos los tratamientos fueron diferentes y que el ion que
proporciond mayor acidez a los extractos fue el hierro, l6gicamente ya que el sulfato
ferroso tiene un pH menor que el fosfato de calcio (Tabla 11). Y como era de esperarse a

mayor concentracion de la sal, menor era el pH.

El pH mas bajo de los tratamientos fue el de la concentracion 0,05M de hierro (Tabla 11),
a pesar de esto fue el tratamiento en el que se dio una mayor pérdida de antocianinas
(Tabla 9), por lo que a pesar de brindar un pH mas acido la estabilidad no fue dada por ese
factor sino por el ion y por su concentracion. EI pH ha demostrado ser el factor que mayor
efecto tiene sobre el cambio de color de las antocianinas pero se han dado varios métodos
para la estabilizacién como lo es la microencapsulacion. En una solucién acuosa los cuatro
cromdforos de las antocianinas se encuentran en equilibrio. En un pH muy bajo el
equilibrio es dominado por el cation flavilio rojo (AH"), cuando el pH es mayor AH" es
transformado al carbinol que es incoloro para luego convertirse en una chalcona que es
incolora también. Simultaneamente, la base quinonoidal es formada a partir del cation
flavilio en pequefias cantidades cuando el valor del pH se incrementa. Ya que el cation
flavilio, domina el color y es el mas susceptible, es mas estable en valores de pH bajos (<3)
(Hubbermann et al., 2005). Al agregar los iones se esperaba que la estabilidad fuera mayor
al utilizar cualquier concentracion del ion hierro ya que iba a proporcionar mayor acidez al
sistema, pero no fue el caso. De hecho los tratamientos en los cuales se perdieron la misma

cantidad de antocianinas que el blanco fueron los de concentraciones de 0,025M de hierro
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y de calcio (Tabla 9), a pesar de que el pH del tratamiento de 0,025M de hierro
proporcionaba una acidez estadisticamente menor que el tratamiento con la misma
concentracion de calcio (Tabla 11). Al igual que en el caso del uso de azucares se observé
que el pH no es el que esta influenciando directamente sobre la estabilidad sino la cantidad
de iones y el tipo de ion, en este caso el hierro y calcio en una concentracion de 0,025M
(Tabla 9), son los que presentaron la misma reduccion en el contenido de antocianinas que

el blanco cuando fueron sometidos a pasteurizacion.

En el estudio de Sui et al. (2014) las antocianinas fueron degradadas draméaticamente en
pH 6 y solo pequerias trazas fueron detectadas a pH de 7 y 8 incluso en pequefios tiempos
de calentamiento. Por lo que un pH bajo del sistema, ayuda a reducir los dafios térmicos
sobre las antocianinas, particularmente cuando se utilizan temperaturas altas. Sin embargo,
entre temperatura y pH la primera tiene un efecto mayor en la estabilidad de los pigmentos.
Lo cual nos indic6 que en el presente estudio lo que afecto la estabilidad son las moléculas
usadas: iones y azucares, por lo que podria decirse que la copigmentacién tuvo incluso un

mayor efecto en la estabilidad que el pH del extracto.
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5.4 CUANTIFICACION Y ANALISIS DE LAS ANTOCIANINAS DEL MAIZ MORADO
USANDO DIFERENTES AMINOACIDOS

TABLA 12 ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA LA CUANTIFICACION DEL “INCREMENTO” DE
ANTOCIANINAS DEL MAIZ MORADO MEZCLADAS CON DIFERENTES AMINOACIDOS DESPUES DE LA
PASTEURIZACION (mg/g).

FV gl e CM Fc Ft
TOTAL 11 0,11788095
TRAT 1 0,00709164 | 0,00709164 | 0,64010165"° 5,32
ERROR EXP 10 0,11078931 | 0,01107893

El experimento en el que se utiliz6 metionina y treonina al 0.4% obtuvo un coeficiente de
variacion (CV) del 10% y una desviacion estandar de 0,052. La hipoétesis nula establecida
para el disefio determind que no existe una diferencia significativa en el contenido de
antocianinas del extracto al usar metionina o treonina como estabilizantes, la cual es
aceptada (Tabla 12). Existe muy poca informacion sobre la copigmentacion con
aminoacidos y las antocianinas del maiz morado. Sin embargo, la cantidad y los
aminoacidos utilizados fueron establecidos en base al estudio realizado por Hubberman et
al. (2005) en el que determinan que la metionina fue el aminoécido que mas incremento la

estabilidad de las antocianinas {Anexo 7}.

Se puede determinar en las tablas del Anexo 7 que con el uso de ambos aminoéacidos se
observo un incremento en las antocianinas después de la pasteurizacion. Este aumento de
porcentaje de las antocianinas explica el efecto de la copigmentacion. Por otra parte, un
copigmento promueve el efecto hipercrémico en donde el color de la antocianina se
intensifica (Willig, 2009). Es por esta razén, que después de la pasteurizacion se observo
que el contenido de antocianinas aumentd, demostrando que la copigmentacion cred un
color mas fuerte por lo que es méas detectable por el espectrofotometro a la misma longitud

de onda.
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La copigmentacion va a ser mas fuerte cuando se utiliza el copigmento en jugos o bebidas
que en la antocianina aislada ya que se cree que otras moléculas juegan un papel
importante en la copigmentacion (Rein, 2005). Es por esta razon, que es importante
mencionar que no solamente los aminoacidos son copigmentos sino que existen un sin
numero de compuestos que pueden ser copigmentos como los son los iones, los flavonoles,
acidos organicos, etc (Wilska-Jeszka y Korzuchowska, 1996). En el caso del presente
estudio, se hizo en una mezcla en la que la antocianina no estaba completamente aislada de
otros compuestos como polisacaridos y estos pudieron llegar a influenciar en la

copigmentacion.

Los resultados que se demuestran en las Tablas 39 y 40 del Anexo 7 se ve que en promedio
existi6 un mayor “aumento” del contenido de antocianinas por parte del aminoacido
metionina en un 15.23% en promedio, mientras que la treonina aument6 un 13.85%. Esto
coincide con la teoria en que la metionina tiene mejores resultados que otros aminoacidos

(Hubberman et al., 2005).

TABLA 13 ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA EL pH DE LAS ANTOCIANINAS DEL MAiZ MORADO
MEZCLADAS CON DIFERENTES AMINOACIDOS DESPUES DE LA PASTEURIZACION.

FV gl sC CM Fc Ft
TOTAL 17 0,16457778
TRAT 2 0,08447778 | 0,04223889 | 7,90990429* 3,68
ERROR EXP 15 0,0801 0,00534

*Significancia al 5% de probabilidad por la prueba F.

TABLA 14 PRUEBA DE DUNCAN PARA pH DE LAS ANTOCIANINAS DEL MAIZ MORADO MEZCLADAS CON
DIFERENTES AMINOACIDOS DESPUES DE LA PASTEURIZACION.

Tratamiento Treonina Metionina Blanco
6,39 6,50 6,55
b a a

Medias seguidas por las mismas letras no difieren entre si al 5% de probabilidad por la prueba Duncan.

RMD*Sy 0,08979693 | 0,09427186
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Para este estudio del pH de los diferentes tratamientos usando treonina o metionina se
obtuvo un coeficiente de variacion del 1% y una desviacion estandar de 0,02983. Se
concluyd que si existe una diferencia significativa en el pH cuando se adiciona uno de los
aminoacidos al extracto para la estabilizacion de antocianinas. Tanto el tratamiento de la
metionina como el blanco presentan el mismo rango al aplicar la prueba de DUNCAN
(Tabla 14), mientras la treonina obtuvo un rango diferente indicando que es el tratamiento

con el pH mas bajo.

En el caso de los aminoécidos se observo que el pH del tratamiento de la metionina tiene
un pH igual al del blanco, sin embargo el “incremento” observado en el contenido de las
antocianinas cuando se utiliz6 los aminoacidos se debi6 no a que en realidad incremente el
ndmero de antocianinas sino que estas moléculas realzaron el color de estos pigmentos y
cuando se realizé la cuantificacion de antocianinas por espectofometria el cambio de color
dio valores mas altos. Lo que nos lleva una vez mas a comprobar que en este caso el pH no
fue lo que esta interfiere en la estabilidad de las antocianinas sino las interacciones dadas
entre estos pigmentos y las moléculas agregadas a los extractos. Es decir, que la
copigmentacién con otras moléculas provee una mayor estabilidad a cambios de pH, calor
y luz. Otras investigaciones también han demostrado que la copigmentacion de las
antocianinas con otras moléculas es el mecanismo principal de la estabilizacion del color
de las plantas (Davies y Mazza, 1993). Al utilizar los aminoécidos se observé que el color
es mucho maés llamativo que cuando se usan iones 0 azlcares (Anexo 8) esto es un aspecto
muy importante al momento de vender un producto pues al consumidor le parecera
atractivo y sus propiedades nutraceuticas proveerd un argumento fuerte para el marketing
de por ejemplo una bebida de maiz. La explicacion a esta caracteristica es que la

copigmentacion se da de manera natural como mecanismo estabilizante de color en las
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plantas ya que protege al cation flavilio de cualquier ataque nucleofilico de las moléculas
de agua. ElI complejo formado entre el pigmento y el copigmento causé un efecto
hipercromico y un desplazamiento batacrémico. Mientras el efecto hipocromico significa
un incremento en la intensidad del color, el desplazamiento batocromico presenta
desplazamiento de la longitud de onda méaxima de absorbancia (Chen y Hrazdina, 1981;
Mazza y Miniati, 1993). Un copigmento puede ser flavonoides, alcaloides, aminoacidos,
acidos organicos, polisacaridos, metales y las mismas antocianinas (Mazza y Brouillard,
1990). Podemos concluir que las moléculas usadas en el estudio fueron capaces de realizar
copigmentacién con las antocianinas, pero es claro que no se vieron los mismos efectos
para los iones, azUcares y aminoacidos, las interacciones se dan de maneras distintas y no
se comprenden aun los mecanismos que se presentan para que en ciertos casos se obtengan
resultados positivos como con los aminoacidos. Lo que se debe tener en cuenta es que
cuando la temperatura se incrementa causa una disociacion entre el pigmento y copigmento
resultando en compuesto sin color; debido a que el cation flavilio se vuelve mas sensible a
una hidratacion obteniendo asi el carbinol y chalcona (compuestos incoloros). Con el
incremento de la temperatura, se da una competencia entre hidratacion y copigmentacion
(Kopjar et al, 2009). Se pudo observar en este estudio que el complejo que se da entre
antocianina-aminoacido es mucho mas fuerte frente a una temperatura de 80°C que la que
se di6 entre antocianina-metal o antocianina-azucar. Siendo estas dos Gltimas interacciones
de las més sensibles a la hidratacion del cation flavilio y perdiendo asi el color en el

extracto.
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VI. CONCLUSIONES

En el estudio se determind que las concentraciones usadas tanto de aztcares como
de iones no lograron estabilizar a las antocianinas frente a la temperatura de
pasteurizacion. Sin embargo, un 10,15 y 20% de sacarosa como un 0,025M tanto de
calcio como de hierro mostraron que compartian el mismo rango que el blanco, es
decir que se destruyeron la misma cantidad de antocianinas. Por otro lado, el uso de
aminoacidos tuvo un efecto protector en el color de los extractos debido a la
copigmentacién que se da con dichos pigmentos. También se observé que el pH no
es determinante en la estabilidad debido a que el mecanismo de copigmentacion es
el que tiene un mayor impacto.

El proceso final de la extraccion de antocianinas fue basado en el estudio realizado
por Gorriti et al. (2009). Sin embargo se cambio un detalle y fue el no trabajar con
pHs ajustados con HCI debido a que al realizar este paso se observaba que las
antocianinas no se veian afectadas por la pasteurizacion.

Se logro cuantificar el contenido de antocianinas de las dos variedades de maiz del
Ecuador, teniendo un contenido significativamente menor que la variedad
procedente del Peru. La variedad A contiene 4,66 mg/g de antocianinas y la B 3,27
mg/g de antocianinas

El cuantificar las antocianinas antes y después de la pasteurizacion permitié obtener
resultados acerca de si los extractos fueron perjudicados por la temperatura y cuél

era el efecto que los azUcares, iones y aminoacidos sobre las antocianinas.
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VIlI. RECOMENDACIONES

El analisis de contenido de antocianinas con el espectrofotometro fue realizado una
hora después que sobrepasaron la pasteurizacion. Se recomienda realizar mas de
una medicion para el anlisis de antocianinas después de la pasteurizacion.

Se recomienda realizar un analisis de color tres horas después de la pasteurizacion,
esto se debe a que algunos compuestos furfurales se pueden formar pasada la
primera hora después del calentamiento. Estos compuestos furfurales generan
color, por lo que es conveniente realizar otro andlisis de antocianinas.

Para futuros estudios, se deben utilizar méas variables cambiando las
concentraciones de las diferentes moléculas estabilizadoras para determinar si
existen diferentes comportamientos de las antocianinas.

Para el presente estudio se usaron dos tipos de azlcares a diferentes
concentraciones, sin embargo, se puede recomendar otro tipo de azlcares ya sean
sintéticos 0 no para ver si tienen algin efecto sobre las antocianinas del maiz
morado.

Se deberian utilizar otros iones metalicos como el magnesio y el potasio para
determinar cudles son los efectos sobre las antocianinas del maiz morado.

Se deberian realizar mas analisis de copigmentacion con otros compuestos. Estos
compuestos pueden ser acido cafeico, acido clorogénico, acido rosmarinico,
polifenoles o polisacaridos que segun la literatura, demuestran efectos benéficos
sobre las antocianinas.

Por facilidad y para obtener resultados mas concisos se recomiendan a futuros

estudios el uso de ciertos equipos. Por ejemplo, un espectrofotometro que tenga la
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capacidad de leer toda la longitud de onda con una sola medicién de la muestra con
el fin de obtener resultados mas precisos y rapidos.

Se recomienda también la implementacion de columnas de destilacion que pueden
ayudar a una verdadera purificacion de las antocianinas y utilizar un equipo HPLC
para comprobar cual es la antocianina de mayor cantidad dentro de la matriz
alimentaria.

Para futuros estudios se recomienda el uso de un equipo que pueda medir la
turbidez de una solucion, ya que las moléculas presentes en la misma podrian

afectar la lectura del espectrofotometro.
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X. ANEXOS/ APENDICES

ANEXO 1. MAiz MORADO COMO INGREDIENTE

TABLA 15 PAISES QUE LISTAN AL MAIZ MORADO COMO
INGREDIENTE
Pais Numero de Numero de Variante (%)
Variantes
Taiwan 1 2,50%
Peru 1 2,50%
Peru 1 2,50%
Venezuela 2 5,00%
Japén 6 15,00%
South Corea 1 2,50%
China 1 2,50%
EE UU 1 2,50%
China 1 2,50%
China 1 2,50%
India 1 2,50%
Filipinas 1 2,50%
Singapur 1 2,50%
Brasil 1 2,50%
Japon 1 2,50%
Japén 1 2,50%
EE UU 3 7,50%
Espafia 1 2,50%
Japon 1 2,50%
Japon 1 2,50%
Japén 1 2,50%
Venezuela 1 2,50%
Peru 1 2,50%
EE UU 1 2,50%
Japon 1 2,50%

TABLA 16 CATEGORIAS QUE LISTAN MAIZ MORADO COMO

INGREDIENTE
Categoria Numero de | Namero de Variantes (%0)

Variantes
Cereales para Desayuno 1 2,50%
Chocolates 1 2,50%
LActeos 3 7,50%
Postres y Helados 3 7,50%
Frutas y Vegetales 1 2,50%
Jugos 3 7,50%
Comidas para Cenas vy |1 2,50%
Almuerzos
Otras Bebidas 1 2,50%
Guarniciones 3 7,50%
Snacks 5 12,50%
Confites 18 45,00%

40 100,00%
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TABLA 17 COMPANIAS QUE LISTAN AL MAIZ MORADO COMO

INGREDIENTE
Compafiia Numero de Variantes | Numeros de Variantes (%)
Axium Foods 1 2,50%
Bodegas Peru 1 2,50%
Coexpra 2 5,00%
FamilyMart 1 2,50%
Furuta Confectionery 9 22,50%
Gloria 1 2,50%
Haitai  Confectionery & |1 2,50%
Foods
Hongsheng 1 2,50%
Ju Le Food 1 2,50%
La Cosecha Peruana 1 2,50%
Marukawa 1 2,50%
McCleary 2 5,00%
Meiji 2 5,00%
Morinaga 2 5,00%
Naturandina America | 1 2,50%
Import
Nestlé 1 2,50%
Novel Seika 2 5,00%
P&D Andina Alimentos 1 2,50%
Peruvian Import Company 1 2,50%
Sakuma Confectionery 1 2,50%
Sansei Foods 1 2,50%
Sasaki Confectionery 1 2,50%
Simply-Originals 1 2,50%
Tat Hui Foods 4 10,00%
Muestra Total 40 100,00%

ANEXO 2. EXTRACTO DE MAiz MORADO COMO INGREDIENTE

TABLA 18 PAISES QUE LISTAN AL EXTRACTO DE MAIZ
MORADO COMO INGREDIENTE

Total

Pais NUmero de | Numero de Variantes
Variantes (%)

China 1 0,83%

Hong Kong | 3 2,48%

Japan 111 91,74%

Netherlands | 1 0,83%

Singapore 1 0,83%

South Korea | 1 0,83%

USA 3 2,48%

Muestra 121 100,00%

80



TABLA 19 CATEGORIAS EN LOS QUE USAN EXTRACTO DE

MAiIZ MORADO

Categoria Numero de | Numero de Variantes
Variantes (%)
Bebidas Alcohdlicas 2 1,65%
Panaderia y|2 1,65%
Pasteleria
Chocolates 3 2,48%
Lacteos 2 1,65%
Postres y Helados 17 14,05%
Jugos 7 5,79%
Snacks 53 43,80%
Confites 35 28,93%
121 100,00%
TABLA 20 COMPANIAS QUE UTILIZAN EXTRACTO DE MAIZ
MORADO COMO INGREDIENTE
Companiia Numero de | Numero de Variantes
Variantes (%)
Adina for Life 1 0,83%
Asahi Food & Healthcare | 7 5,79%
Cadbury 2 1,65%
Calbee 1 0,83%
Calbee Foods 4 3,31%
Circle K Sunkus 1 0,83%
City Super 1 0,83%
DHC 1 0,83%
Ezaki Glico 1 0,83%
FamilyMart 4 3,31%
Frente International 1 0,83%
Frito-Lay 2 1,65%
Furuta Confectionery 6 4,96%
Haitai Confectionery & |1 0,83%
Foods
InSpiral 1 0,83%
Kabaya Foods 9 7,44%
Kanro 2 1,65%
Koikeya 25 20,66%
LB 1 0,83%
Lotte 5 4,13%
Lotte Ice Cream 4 3,31%
Marukawa Confectionery | 1 0,83%
Meiji 4 3,31%
Mitsuboshi Shokuhin 2 1,65%
Morinaga 2 1,65%
Morinaga Milk Industry 2 1,65%
Muji 1 0,83%
Nestlé 2 1,65%
Ohayo Dairy Products 6 4,96%
Otsuka Foods 1 0,83%
ProBar 1 0,83%
Seven & | Holdings 1 0,83%
Shikishima Baking 1 0,83%
Suntory 2 1,65%
The Varas Group 1 0,83%
Tohato 14 11,57%
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ANEXO 3. ALIMENTOS QUE CONTIENEN ANTOCIANINAS

Frutas Vegetales Frutas Secas Especias
Aguacate Alverjas Almendras Ajo
Albaricoque Alcachofa ‘ Anacardos Albahaca
Aréandano Apio ‘ Avellana Canela
Banana Berenjena ‘ Macadamia Clavos
Cantalupo Brocoli Mani Cdrcuma
Cerezas Camote Nueces Curry
Ciruelas Cebolla Roja ‘ Nuez de Brasil Jengibre
Durazno Col Pifiones Mostaza
Frambuesa Coliflor Pistachos Orégano
Fresa Esparrago ‘ Paprika
Grosella Espinaca ‘ Ciruelas pasas Perejil
Grosellero negro Frejol Negro Higos Pimienta
Grosellero rojo Frejol Pinto Pasas Polvo de chile
Kiwi Frejol Rojo Semillas Poppy
Mandarina Lechuga ‘

Mango Maiz Morado ‘

Manzana Papa

Mielada Pepino

Mora Pimiento

Nectarina Rabano

Peras Remolacha

Pifia Tomate

Sandia Zanahoria

Sauco

Uvas

FUENTE: WAO ET AL., 2006
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ANEXO 4. RESULTADOS ANALISIS DE TRES VARIEDADES DE MAIZ MORADO

TABLA 21 CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS DE LAS VARIEDADES A, B Y C DE MAIZ

MORADO.

VARIEDAD A 510 700 A Antocianinas
KCL 0,025 0,001 0,029 6,05334572
CH3 0,008 0,013
KCL 0,023 0,002 0,026 5,42713755
CH3 0,009 0,014
KCL 0,026 0,002 0,028 5,84460967
CH3 0,018 0,022
KCL 0,023 0,004 0,016 3,33977695
CH3 0,004 0,001
KCL 0,03 0,007 0,016 3,33977695
CH3 0,013 0,006
KCL 0,034 0,012 0,02 417472119
CH3 0,013 0,011

VARIEDAD B 510 700 A Antocianinas
KCL 0,02 0,002 0,018 3,75724907
CH3 0,007 0,007
KCL 0,021 0,001 0,017 3,54851301
CH3 0,003 0
KCL 0,022 0,001 0,019 3,96598513
CH3 0,004 0,002
KCL 0,021 0,002 0,013 2,71356877
CH3 0,007 0,001
KCL 0,018 0,001 0,013 2,71356877
CH3 0,005 0,001
KCL 0,02 0,005 0,014 2,92230483
CH3 0,004 0,003

VARIEDAD C 510 700 A Antocianinas
KCL 0,089 0,001 0,088 18,3687732
CH3 0,01 0,01
KCL 0,1 0,005 0,078 16,2814126
CH3 0,018 0,001
KCL 0,104 0,006 0,095 19,8299257
CH3 0,005 0,002
KCL 0,113 0,005 0,091 18,9949814
CH3 0,02 0,003
KCL 0,106 0,005 0,084 17,533829
CH3 0,021 0,004
KCL 0,1 0,007 0,083 17,3250929
CH3 0,02 0,01
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TABLA 22 CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS DE LAS VARIEDADES A, B Y C DE MAIZ MORADO.

Repeticiones

Tratamiento | I I v \Y VI SUM PROM
A 6,05334572 | 5,21840149| 5,84460967 | 3,33977695| 3,33977695| 4,17472119| 27,970632 4,661772
B 3,75724907 | 3,54851301| 3,96598513| 2,71356877| 2,71356877| 2,92230483| 19,6211896| 3,27019827
C 18,3687732 | 16,2814126| 19,8299257 | 18,9949814| 17,533829| 17,3250929| 108,334015| 18,0556691




ANEXO 5. RESULTADOS ANALISIS UTILIZANDO DIFERENTES AZUCARES

TeBLA 23 CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS DE LOS EXTRACTOS CUANDO SE LES
ANADE 10, 15 O 20% DE SACAROSA.
SACAROSA 10% 510 700 A Antocianinas
1| KCL 0,05 0,018 0,017 3,54851301
CH3 0,031 0,016
2 | KCL 0,046 0,015 0,018 3,75724907
CH3 0,03 0,017
3| KCL 0,12 0,058 0,024 5,00966543
CH3 0,094 0,056
4 | KCL 0,138 0,064 0,026 5,42713755
CH3 0,108 0,06
SACAROSA 15% 510 700 A Antocianinas
1| KCL 0,051 0,019 0,02 4,17472119
CH3 0,027 0,015
2 | KCL 0,049 0,018 0,015 3,13104089
CH3 0,036 0,02
3| KCL 0,11 0,05 0,022 4,59219331
CH3 0,092 0,054
4 | KCL 0,123 0,055 0,026 5,42713755
CH3 0,098 0,056
SACAROSA 20% 510 700 A Antocianinas
1| KCL 0,05 0,016 0,018 3,75724907
CH3 0,039 0,023
2 | KCL 0,056 0,02 0,02 417472119
CH3 0,037 0,021
3| KCL 0,105 0,045 0,024 5,00966543
CH3 0,079 0,043
4 | KCL 0,115 0,052 0,025 5,21840149
CH3 0,092 0,054
BLANCO 510 700 A Antocianinas
1| KCL 0,047 0,014 0,021 4,38345725
CH3 0,028 0,016
2 | KCL 0,133 0,063 0,031 6,47081784
CH3 0,103 0,064
3| KCL 0,098 0,039 0,021 4,38345725
CH3 0,085 0,047
4 | KCL 0,096 0,038 0,02 4,17472119
CH3 0,081 0,043
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TABLA 24 CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS DE LOS EXTRACTOS

CON 10, 15 O 20% DE SACAROSA DESPUES DE PASTEURIZAR.

SACAROSA 10% 510 700 A Antocianinas
1|KCL 0,037 0,013 0,011 | 2,29609665
CH3 0,034 0,021
2 | KCL 0,044 0,017 0,016 | 3,33977695
CH3 0,028 0,017
3| KCL 0,079 0,034 0,018 | 3,75724907
CH3 0,067 0,04
4| KCL 0,081 0,028 0,019| 3,96598513
CH3 0,077 0,043
SACAROSA 15% 510 700 A Antocianinas
1|KCL 0,045 0,015 0,018 | 3,75724907
CH3 0,031 0,019
2 |KCL 0,05 0,025 0,014 | 2,92230483
CH3 0,033 0,022
3| KCL 0,069 0,023 0,019 | 3,96598513
CH3 0,063 0,036
4| KCL 0,068 0,018 0,02| 4,17472119
CH3 0,068 0,038
SACAROSA 20% 510 700 A Antocianinas
1|KCL 0,046 0,02 0,012 | 2,50483271
CH3 0,032 0,018
2 |KCL 0,04 0,016 0,013 | 2,71356877
CH3 0,028 0,017
3| KCL 0,053 0,015 0,019 3,96598513
CH3 0,05 0,031
4| KCL 0,068 0,016 0,02| 4,17472119
CH3 0,067 0,035
BLANCO 510 700 A Antocianinas
1|KCL 0,046 0,012 0,016 | 3,33977695
CH3 0,039 0,021
2 |KCL 0,12 0,056 0,024 | 5,00966543
CH3 0,097 0,057
3|KCL 0,096 0,042 0,02 | 4,17472119
CH3 0,079 0,045
4| KCL 0,089 0,038 0,019| 3,96598513
CH3 0,074 0,042




TABLA 25 CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS DE LOS EXTRACTOS

CUANDO SE LES ANADE 10, 15 O 20% DE FRUCTOSA.

FRUCTOSA 10% 510 700 Antocianinas
1|KCL 0,124 0,058 0,026 | 5,42713755
CH3 0,1 0,06
2 |KCL 0,084 0,033 0,022 | 4,59219331
CH3 0,074 0,045
3| KCL 0,095 0,036 0,027 | 5,63587361
CH3 0,074 0,042
4| KCL 0,114 0,051 0,024 | 5,00966543
CH3 0,091 0,052
FRUCTOSA 15% 510 700 Antocianinas
1|KCL 0,112 0,052 0,023 | 4,80092937
CH3 0,09 0,053
2| KCL 0,111 0,05 0,021 | 4,38345725
CH3 0,096 0,056
3| KCL 0,097 0,039 0,022 | 4,59219331
CH3 0,08 0,044
4| KCL 0,119 0,054 0,03| 6,26208178
CH3 0,08 0,045
FRUCTOSA 20% 510 700 Antocianinas
1|KCL 0,093 0,036 0,024 | 5,00966543
CH3 0,082 0,049
2 | KCL 0,123 0,056 0,03| 6,26208178
CH3 0,091 0,054
3| KCL 0,083 0,029 0,024 | 5,00966543
CH3 0,067 0,037
4| KCL 0,125 0,053 0,031| 6,47081784
CH3 0,101 0,06
BLANCO 510 700 Antocianinas
1|KCL 0,112 0,052 0,023 | 4,80092937
CH3 0,09 0,053
2 |KCL 0,092 0,036 0,023 | 4,80092937
CH3 0,076 0,043
3| KCL 0,091 0,037 0,024 | 5,00966543
CH3 0,074 0,044
4| KCL 0,04 0,01 0,019 | 3,96598513
CH3 0,025 0,014




TABLA 26 CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS DE LOS EXTRACTOS

CON 10, 15 O 20% DE FRUCTOSA DESPUES DE PASTEURIZAR.

FRUCTOSA 10% 510 700 A Antocianinas
1|KCL 0,071 0,032 0,009 | 1,87862454
CH3 0,072 0,042
2 | KCL 0,062 0,028 0,006 | 1,25241636
CH3 0,068 0,04
3| KCL 0,059 0,025 0,009 | 1,87862454
CH3 0,056 0,031
4| KCL 0,051 0,022 0,013 | 2,71356877
CH3 0,076 0,06
FRUCTOSA 15% 510 700 A Antocianinas
1|KCL 0,067 0,031 0,003 | 0,62620818
CH3 0,079 0,046
2 |KCL 0,062 0,03 0,002 | 0,41747212
CH3 0,08 0,05
3| KCL 0,064 0,026 0,014 | 2,92230483
CH3 0,057 0,033
4| KCL 0,064 0,025 0,011| 2,29609665
CH3 0,066 0,038
FRUCTOSA 20% 510 700 A Antocianinas
1|KCL 0,06 0,024 0,01| 2,08736059
CH3 0,064 0,038
2 | KCL 0,044 0,021 0,009 | 1,87862454
CH3 0,059 0,045
3| KCL 0,052 0,021 0,007 | 1,46115242
CH3 0,051 0,027
4| KCL 0,082 0,035 0,014 | 2,92230483
CH3 0,076 0,043
BLANCO 510 700 A Antocianinas
1|KCL 0,096 0,038 0,02| 4,17472119
CH3 0,081 0,043
2 |KCL 0,088 0,035 0,02 | 4,17472119
CH3 0,071 0,038
3| KCL 0,078 0,029 0,015| 3,13104089
CH3 0,07 0,036
4| KCL 0,04 0,011 0,018 | 3,75724907
CH3 0,026 0,015
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TABLA 27 CANTIDAD DE ANTOCIANINAS QUE SE PERDIERON DE LOS EXTRACTOS
DESPUES DE LA PASTEURIZACION UTILIZANDO LOS DIFERENTES PORCENTAJES DE

SACAROSA O FRUCTOSA.

Repeticiones

Tratamiento

I\

SUM

PROM

10 SACAROSA

1,32378864

0,95784765

1,32378864

1,40041152

5,00583644

1,25145911

10 FRUCTOSA

2,0120917

1,95953488

2,06331022

1,6721533

7,7070901

1,92677253

15 SACAROSA

0,95784765

0,84186463

1,06122956

1,32378864

4,18473048

1,04618262

15 FRUCTOSA

2,16211036

2,11328775

1,47305413

2,11328775

7,86174

1,965435

20 SACAROSA

1,32378864

1,40041152

1,24244931

1,24244931

5,20909878

1,3022747

20 FRUCTOSA

1,84994725

2,20985458

2,0120917

2,0120917

8,08398523

2,02099631

BLANCO

1,15183944

1,23082054

1,19207182

0,84186463

4,41659643

1,10414911

TABLA 28. VALORES DE PH PARA CADA MUESTRA UTILIZANDO DIFERENTES AZUCARES

SACAROSA 10% Promedio FRUCTOSA 10% Promedio
6,4 6,41 6,39 6,4 6,52 6,55 6,58 6,55
6,39 6,37 6,35 6,37 6,38 6,41 6,41 6,4
6,32 6,33 6,37 6,34 6,56 6,61 6,54 6,57
6,36 6,36 6,36 6,36 6,57 6,56 6,55 6,56
SACAROSA 15% Promedio FRUCTOSA 15% Promedio
6,2 6,22 6,15 6,19 6,5 6,58 6,57 6,55
6,22 6,25 6,16 6,21 6,48 6,51 6,54 6,51
6,18 6,18 6,18 6,18 6,44 6,36 6,4 6,4
6,25 6,18 6,17 6,2 6,51 6,47 6,37 6,45
SACAROSA 20% Promedio FRUCTOSA 20% Promedio
6,1 6,14 6,18 6,14 6,38 6,4 6,33 6,37
6,26 6,26 6,26 6,26 6,25 6,2 6,18 6,21
6,1 6,11 6,12 6,11 6,31 6,27 6,26 6,28
6,23 6,24 6,19 6,22 6,47 6,4 6,39 6,42
BLANCO Promedio
6,56 6,62 6,59 6,59
6,63 6,7 6,65 6,66
6,6 6,65 6,58 6,61
6,58 6,6 6,59 6,59




ANEXO 6. RESULTADOS ANALISIS UTILIZANDO DIFERENTES IONES METALICOS

TABLA 29 CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS DE LOS EXTRACTOS
CUANDO SE ANADEN 0,05M O 0,025M DE SULFATO FERROSO.
Sulfato ferroso 0,05M 510 700 A Antocianinas
1|KCL 0,123 0,056 0,033 6,88828996
CH3 0,083 0,049
2 |KCL 0,122 0,054 0,028 5,84460967
CH3 0,1 0,06
3|KCL 0,115 0,06 0,025 5,21840149
CH3 0,08 0,05
4 | KCL 0,125 0,07 0,025 5,21840149
CH3 0,08 0,05
5|KCL 0,144 0,071 0,032 6,6795539
CH3 0,093 0,052
Sulfato ferroso 0,025M 510 700 A Antocianinas
1|KCL 0,094 0,041 0,021 4,38345725
CH3 0,073 0,041
2 |KCL 0,099 0,038 0,022 4,59219331
CH3 0,089 0,05
3| KCL 0,1 0,042 0,015 3,13104089
CH3 0,08 0,037
4 | KCL 0,098 0,045 0,019 3,96598513
CH3 0,065 0,031
5|KCL 0,115 0,047 0,025 5,21840149
CH3 0,096 0,053
BLANCO 510 700 A Antocianinas
1|KCL 0,095 0,038 0,021 4,38345725
CH3 0,082 0,046
2 |KCL 0,1 0,04 0,02 4,17472119
CH3 0,07 0,03
3|KCL 0,132 0,058 0,029 6,05334572
CH3 0,101 0,056
4| KCL 0,091 0,032 0,018 3,75724907
CH3 0,089 0,048
5|KCL 0,1 0,04 0,019 3,96598513
CH3 0,086 0,045




TABLA 30 CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS DE LOS EXTRACTOS
CON 0,05M O 0,025M DE SULFATO FERROSO DESPUES DE SER
PASTEURIZADOS.

Sulfato ferroso 0,05M 510 700 Antocianinas
1|KCL 0,021 0,001 0,019 | 3,96598513
CH3 0,003 0,002
2 |KCL 0,021 0,002 0,018 | 3,75724907
CH3 0,002 0,001
3|KCL 0,013 0 0,012 | 2,50483271
CH3 0,004 0,003
4| KCL 0,023 0,004 0,017 | 3,54851301
CH3 0,002 0
5| KCL 0,016 0 0,015| 3,13104089
CH3 0,002 0,001
Sulfato ferroso 0,025M 510 700 Antocianinas
1|KCL 0,02 0 0,018 | 3,75724907
CH3 0,003 0,001
2 |KCL 0,018 0 0,018 | 3,75724907
CH3 0,001 0,001
3|KCL 0,014 0 0,013 | 2,71356877
CH3 0,002 0,001
4| KCL 0,02 0,001 0,016 | 3,33977695
CH3 0,003 0
5| KCL 0,022 0,001 0,02| 4,17472119
CH3 0,003 0,002
BLANCO 510 700 antocianinas
1| KCL 0,085 0,034 0,019| 3,96598513
CH3 0,068 0,036
2 |KCL 0,078 0,03 0,016 | 3,33977695
CH3 0,065 0,033
3|KCL 0,115 0,05 0,026 | 5,42713755
CH3 0,094 0,055
4| KCL 0,107 0,043 0,014 | 2,92230483
CH3 0,09 0,04
5| KCL 0,1 0,033 0,012 | 2,50483271
CH3 0,079 0,024
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TABLA 31 CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS DE LOS EXTRACTOS
CUANDO SE ANADEN 0,05M O 0,025M DE FOSFATO DE CALCIO.

Fosfato de Ca 0,05M 510 700 A Antocianinas
1|KCL 0,122 0,051 0,027 | 5,63587361
CH3 0,099 0,055
2 |KCL 0,045 0,019 0,018 | 3,75724907
CH3 0,039 0,031
3|KCL 0,04 0,014 0,018 | 3,75724907
CH3 0,043 0,035
4| KCL 0,062 0,021 0,017 | 3,54851301
CH3 0,052 0,028
5|KCL 0,039 0,009 0,018 | 3,75724907
CH3 0,043 0,031
Fosfato de Ca 0,025M 510 700 A Antocianinas
1|KCL 0,072 0,023 0,017 | 3,54851301
CH3 0,07 0,038
2 |KCL 0,039 0,012 0,021 | 4,38345725
CH3 0,04 0,034
3|KCL 0,046 0,018 0,02| 4,17472119
CH3 0,044 0,036
4| KCL 0,065 0,019 0,019| 3,96598513
CH3 0,054 0,027
5|KCL 0,086 0,036 0,014 | 2,92230483
CH3 0,069 0,033
BLANCO 510 700 A Antocianinas
1|KCL 0,107 0,043 0,024 | 5,00966543
CH3 0,09 0,05
2 | KCL 0,1 0,034 0,022 | 4,59219331
CH3 0,089 0,045
3|KCL 0,099 0,067 0,019| 3,96598513
CH3 0,067 0,054
4 |KCL 0,082 0,029 0,014 | 2,92230483
CH3 0,085 0,046
5|KCL 0,056 0,013 0,014 | 2,92230483
CH3 0,054 0,025
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TABLA 32 CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS DE LOS EXTRACTOS
CON 0,06M O 0,025M DE FOSFATO DE CALCIO DESPUES DE SER
PASTEURIZADOS.

Fosfato de Ca 0,05M 510 700 Antocianinas
1|KCL 0,021 0,001 0,019| 3,96598513
CH3 0,002 0,001
2 |KCL 0,013 0 0,01| 2,08736059
CH3 0,005 0,002
3|KCL 0,014 0 0,009 | 1,87862454
CH3 0,005 0
4| KCL 0,015 0 0,011| 2,29609665
CH3 0,004 0
5| KCL 0,018 0,002 0,012 | 2,50483271
CH3 0,005 0,001
Fosfato de Ca 0,025M 510 700 Antocianinas
1|KCL 0,022 0,001 0,016 | 3,33977695
CH3 0,005 0
2 |KCL 0,019 0,001 0,015| 3,13104089
CH3 0,003 0
3|KCL 0,017 0 0,014 | 2,92230483
CH3 0,004 0,001
4| KCL 0,012 0 0,012 | 2,50483271
CH3 0,003 0,003
5| KCL 0,016 0 0,013 | 2,71356877
CH3 0,004 0,001
BLANCO 510 700 Antocianinas
1|KCL 0,09 0,036 0,02 | 4,17472119
CH3 0,078 0,044
2 |KCL 0,089 0,032 0,017 | 3,54851301
CH3 0,07 0,03
3|KCL 0,085 0,035 0,015| 3,13104089
CH3 0,075 0,04
4 |KCL 0,069 0,025 0,009 | 1,87862454
CH3 0,082 0,047
5|KCL 0,058 0,021 0,01| 2,08736059
CH3 0,085 0,058
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TABLA 33 CANTIDAD DE ANTOCIANINAS QUE SE PERDIERON DE LOS EXTRACTOS DESPUES DE
LA PASTEURIZACION UTILIZANDO LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE IONES DE
HIERRO Y DE CALCIO.

Repeticiones
Tratamiento | | I Il v \Y SUM PROM
0,05M FE 1,84994725| 1,60852746| 1,79264296| 1,47305413| 2,0120917| 8,7362635| 1,7472527
0,05M CA 1,47305413 | 1,47305413| 1,54227901| 1,32378864 | 1,32378864 | 7,13596455| 1,42719291
0,025M FE 1,06122956 | 1,15539787 | 0,95784765| 1,06122956 | 1,24244931| 5,47815395| 1,09563079
0,025M CA | 0,84186463| 1,32378864 | 1,32378864| 1,40041152| 0,84186463| 5,73171806| 1,14634361
Blanco 1,05662276 | 1,19892359| 1,10831371| 1,19892359| 1,27790469| 5,84068835| 1,16813767

TABLA 34 VALORES DE PH PARA CADA MUESTRA UTILIZANDO DIFERENTES IONES METALICOS

Sulfato ferroso 0,05M Promedio Fostato de Ca 0,05M Promedio
4 4,4 3,6 4 4,8 4,8 4,8 4,8
4,09 4,09 4,09 4,09 4,86 4,87 4,88 4,87
4 4,2 3,8 4 4,87 4,87 4,87 4,87
3,9 3,8 4 3,9 4,9 4,8 5 4,9
3,9 3,9 3,9 3,9 4,7 4,75 4,74 473
Sulfato ferroso 0,025M Promedio Fostato de Ca 0,025M Promedio
4,18 4,2 4,13 4,17 5,1 511 5,03 5,08
4,16 4,2 4,12 4,16 51 5,09 5,08 5,09
4,1 4,17 4,03 4,1 5,15 5,2 5,16 5,17
4,2 4,22 4,15 4,19 5 5,04 5,08 5,04
4,18 4,17 4,16 4,17 5 5 5,6 5,2
BLANCO Promedio
6,51 6,48 6,55 6,52 6,515
6,59 6,55 6,54 6,5 6,545
6,7 6,48 6,6 6,5 6,57
6,49 6,49 6,49 6,49 6,49
6,52 6,53 6,55 6,5 6,525




ANEXO 7. RESULTADOS ANALISIS UTILIZANDO DIFERENTES AMINOACIDOS

TABLA 35 CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS DE LOS EXTRACTOS
CON 0,4% DE METIONINA O TREONINA.
METIONINA 0,4% 510 700 Antocianinas
1|KCL 0,128 0,062 0,021 | 4,38345725
CH3 0,1 0,055
2 | KCL 0,121 0,054 0,021 | 4,38345725
CH3 0,096 0,05
3|KCL 0,13 0,058 0,028 | 5,84460967
CH3 0,1 0,056
4 |KCL 0,12 0,05 0,025| 5,21840149
CH3 0,09 0,045
5|KCL 0,091 0,034 0,019| 3,96598513
CH3 0,08 0,042
6 | KCL 0,1 0,05 0,023 | 4,80092937
CH3 0,065 0,038
TREONINA 0,4% 510 700 Antocianinas
1|KCL 0,128 0,061 0,022 | 4,59219331
CH3 0,1 0,055
2 |KCL 0,144 0,069 0,026 | 5,42713755
CH3 0,112 0,063
3| KCL 0,112 0,046 0,022 | 4,59219331
CH3 0,088 0,044
4| KCL 0,126 0,067 0,021 | 4,38345725
CH3 0,093 0,055
5| KCL 0,113 0,05 0,024 | 5,00966543
CH3 0,091 0,052
6 | KCL 0,112 0,064 0,028 | 5,84460967
CH3 0,07 0,05
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TABLA 36 CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS DE LOS EXTRACTOS
DE METIONINA O TREONINA DESPUES DE SER
PASTEURIZADOS.

CON 0,4%

METIONINA 0,4% 510 700 Antocianinas
1|KCL 0,111 0,05 0,025| 5,21840149
CH3 0,087 0,051
2 |KCL 0,116 0,055 0,025| 5,21840149
CH3 0,09 0,054
3| KCL 0,119 0,049 0,032| 6,6795539
CH3 0,093 0,055
4| KCL 0,152 0,075 0,027 | 5,63587361
CH3 0,12 0,07
5| KCL 0,086 0,031 0,022 | 4,59219331
CH3 0,073 0,04
6 | KCL 0,118 0,065 0,028 | 5,84460967
CH3 0,08 0,055
TREONINA 0,4% 510 700 Antocianinas
1|KCL 0,107 0,047 0,027 | 5,63587361
CH3 0,082 0,049
2| KCL 0,115 0,041 0,03| 6,26208178
CH3 0,1 0,056
3| KCL 0,096 0,037 0,024 | 5,00966543
CH3 0,08 0,045
4| KCL 0,119 0,057 0,023 | 4,80092937
CH3 0,091 0,052
5| KCL 0,108 0,044 0,027 | 5,63587361
CH3 0,086 0,049
6 | KCL 0,105 0,054 0,031| 6,47081784
CH3 0,065 0,045
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TABLA 37 CANTIDAD DE ANTOCIANINAS QUE SE PERDIERON DE LOS EXTRACTOS DESPUES DE LA
PASTEURIZACION UTILIZANDO METIONINA Y TREONINA

Repeticiones

Tratamiento || I 1l v \Y VI SUM PROM
Metionina 1,15539787 | 1,15539787 | 1,15539787| 0,95784765| 1,06122956| 1,24244931| 6,72772013| 1,121286689
Treonina 1,24244931 | 1,15539787| 0,95784765| 0,95784765| 1,06122956| 1,06122956| 6,4360016| 1,072666934

TABLA 38 VALORES OBTENIDOS DE ANTOCIANINAS CON EL USO DE

METIONINA
ACN Antes ACN Después T %
Metionina 0,4% T (mg/L) (mg/L) Incremento

1 4,383457 5,2184015 19,047626

2 4,383457 5,2184015 19,047626

3 5,84461 6,6795539 14,285708

4 5,218401 5,6358736 8,00001

5 3,965985 4,5921933 15,789477
P | 15,234089

TABLA 39 VALORES OBTENIDOS DE ANTOCIANINAS CON EL USO DE

TREONINA
ACN Antes ACN Después T %

Treonina 0,4% T (mg/L) (mg/L) Incremento
1 4,592193 5,6358736 22,72728084

2 5,427138 6,2620818 15,38460603

3 4,592193 5,0096654 9,090915822

4 4,383457 4,8009294 9,523816476

5 5,009665 5,6358736 12,50000948

P 13,845326




TABLA 40 VALORES DE PH PARA CADA
MUESTRA UTILIZANDO DIFERENTES AMINO

ACIDOS

Metionina 4% Promedio
6,45 6,46 6,38 6,43
6,3 6,3 6,36 6,32
6,6 6,6 6,42 6,54
6 5,5 5,9 5,8
5,9 57 4,6 5,4
6,65 6,5 6,68 6,61

Treonina 4% Promedio
6,38 6,37 6,36 6,37
6,36 6,36 6,36 6,36
6,38 6,43 6,39 6,4
6,35 6,4 6,45 6,4
6,37 6,39 6,5 6,42
6,42 6,38 6,34 6,38

BLANCO Promedio
6,65 6,57 6,61 6,61
6,49 6,58 6,7 6,59
6,6 6,67 6,59 6,62
6,5 6,3 6,67 6,49
6,5 6,5 6,5 6,5
6,5 6,5 6,5 6,5
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ANEXO 8. FOTOGRAFIAS

FOTOGRAFIA 1. OBTENCION DEL EXTRACTO DE ANTOCIANINAS
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FOTOGRAFIA 2 CUANTIFICACION ANTOCIANINAS DE LAS TRES VARIEDADES DE MAIZ
MORADO

FOTOGRAFIA 3 EXTRACCION DE ANTOCIANINAS A PH 2
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FOTOGRAFIA 4 PASTEURIZACION DEL EXTRACTO DE ANTOCIANINAS A PH 2
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FOTOGRAFIA 6 PASTEURIZACION DE LOS EXTRACTOS DE ANTOCIANINAS
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FOTOGRAFIA 7 EXTRACTOS DESPUES DE LA PASTEURIZACION RAPIDA (STHT)

FOTOGRAFIA 8 EFECTOS DE LA ADICION DE DIVERSAS MOLECULAS EN LOS
EXTRACTOS DE ANTOCIANINAS.
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FOTOGRAFIA 9 DIVERSAS CONCENTRACIONES DE IONES EN LOS EXTRACTOS DE
ANTOCIANINAS.

FOTOGRAFIA 10 DIVERSAS CONCENTRACIONES DE IONES EN LOS EXTRACTOS DE
ANTOCIANINAS.
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FOTOGRAFIA 11 ADICION DEL CALCIO EN CONCENTRACIONES DE 0,025 Y 0,05M

FOTOGRAFIA 12 ADICION DEL HIERRO EN CONCENTRACIONES DE 0,025 Y 0,05M
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FOTOGRAFIA 13 DIFERENCIA DE COLOR DE LOS EXTRACTOS CON HIERRO, CALCIO Y
EL BLANCO

FOTOGRAFIA 14 DIVERSAS CONCENTRACIONES DE AZUCARES EN LOS EXTRACTOS.
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FOTOGRAFIA 15 10% DE AZUCARES EN LOS EXTRACTOS DE ANTOCIANINAS

FOTOGRAFIA 16 15% DE AZUCARES EN LOS EXTRACTOS DE ANTOCIANINAS
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FOTOGRAFIA 17 20% DE AZUCARES EN LOS EXTRACTOS DE ANTOCIANINAS

FOTOGRAFIA 18 CONCENTRACIONES MAS ALTAS DE LAS MOLECULAS Y BLANCO
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FOTOGRAFIA 19 TRATAMIENTO DE HIERRO EL MAS PERJUDICIAL EN LA ESTABILIDAD
DE ANTOCIANINAS Y EL DE METIONINA EL MEJOR PARA LA ESTABILIDAD DE LOS

PIGMENTOS FRENTE A LA PASTEURIZACION.
) =] Nonked

FOTOGRAFIA 20 AMINOACIDOS METIONINA Y TREONINA COMPARADOS CON HIERRO
0,06M




ANEXO 9. FICHAS TECNICAS

FIGURA 9. FICHA TECNICA FOSFATO DE CALCIO

Certificate of Analysis

Product Name

Product Number
Product Brand

Mholecular Formula

MMolecular Weight

TEST
APPEARANCE
SOLUBILITY
LOSS ON DRYING
PURITY BY EDTA
TITRATION *

QC RELEASE DATE

y WAV,

FRodney Burbach, Manager
Cluality Contral
St Lowis. Missaoun USA

SIGMA -ALDRICH"

=05%
C8017
ALDRICH
Ca(H2PO4)2
234.05

LOT 121K0044 RESULTS
CONFORMS

CONFORMS

5.6%

102%

DECEMBER. 2001
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FIGURA 10. FICHA TECNICA SULFATO FERROSO

Chermie

LABORATORY REAGENTS
& FINE CHEMICALS

150 5001-2008 REGISTERED
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Product Mame : - FERROUS SULPHATE ARJACS (HEPTAHYDRATE) Analyzed on: - 17/03M13
Mol. Formula ;- FeS0,.THO
Meal. Waight :-278.M1
Article no. ;- 03850
CAS Mo :-7782-830
Lot no. - 5680481303
Mfg date t-MAR-2013
Exp data :-FEB-2016
Sr. ) .
o, Tests Speacifications Rasults
1 Description Graan coloured crystalling Graan coloured crystalline
powder powdar
2 | Assay Min 29.0%: 100.5%
3 | Insolubla matter Max 0.01% 0.003%
4 | pH (5% water) Max 3.0-4.0 a5
5 | Chioride (CI) Max 0.001% 0.0003%
6 | Phosphate (POy) Max 0.001% 0.0003%
T | Copper (Cu) Max 0.005% 0.0003%
B | Fernc iron (Fa) Max 0.1% 0.02%
9 | Manganese (Mn) Max 0.05% 0.043%
10 | Zine (Zn) Max 0.005% 0.0047%
11 | Caleium (Ca) Max 0.005% 0.00035%
12 | Magnesium (Mg) Max 0.002% 00003 1%
13 | Potassiuom (K) Max 0.002% 0.0019%
14 | Sodium (Ma) Max 0.02% 0.0141%

Thiz above product complies as per the specificatians of LOBA CHEMIE
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FIGURA 11. FICHA TECNICA METIONINA
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FIGURA 12. FICHA TECNICA TREONINA




