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RESUMEN

En la presente investigacion, se estudio la extraccion del colorante del maiz negro
tanto de los granos como de las corontas, se evaluo la estabilidad del mismo, a
diferentes valores de pH, temperaturas de extraccion y condiciones de

almacenamiento.

El mayor rendimiento en la extraccion del extracto colorante (3,2 %), se obtuvo a
partir de las corontas, en un medio acuoso, manteniendo una relacion corontas:

agua igual a 1:6, con un tiempo de contacto de 120 minutos y a 50 °C.

El extracto colorante de las corontas en estado sélido presentdé un menor tiempo
de humectabilidad (129 s), mayor indice de solubilidad (0,290) y mayor
dispersabilidad en agua (96,72 %), que el extracto colorante proveniente del
grano. Igualmente el contenido de antocianinas (22,68 mg/g muestra, expresado
como cianidina 3- glucdésido) y compuestos fendlicos (277,34 mg GAE/100 g de
muestra seca), registrados en el extracto de las corontas, superé al encontrado en
el extracto del grano con 13,92 mg/g muestra para las antocianinas y 193,85 mg

GAE/100 g de muestra seca, para los compuestos fendlicos.

A través del indice de degradacién del color, se determind que el extracto
colorante presenta mayor estabilidad en un rango de pH entre 2 a 6 y a

temperaturas entre 10 °C y 50 °C.

Durante el almacenamiento, se determind para el extracto colorante en estado
sélido y sellado al vacio una durabilidad promedio de 60 dias. La actividad
antioxidante se determiné en base a mediciones del poder reductor, expresado
como concentracion inhibitoria media (ICso), registrandose un valor de
0,387 mg/mL, para el extracto de los granos y 0,361 mg/mL para el extracto de las
corontas, teniendo presente que un menor valor ICsy, significa una mayor

actividad antioxidante.



INTRODUCCION

Este trabajo estd enfocado al aprovechamiento integral del fruto de la planta de
maiz morado ya que se extrae el colorante de los granos y de las corontas, estas
altimas son consideradas un desecho. La importancia del colorante del maiz
morado (granos y corontas) se debe a que contiene antocianinas, las mismas que
son consideradas un importante antioxidante y puede ser utilizado como un

aditivo natural para alimentos.

El maiz es un producto basico a nivel mundial, tanto para la alimentacion como
para la agroindustria. Es considerado uno de los productos agricolas mas
importantes en la economia mundial por su incidencia social debido a que el 75 %
de la produccidn total viene de unidades familiares campesinas y para muchas de
ellas es la base de su economia. Ademas, es la principal materia prima para la
elaboracion de concentrados para la alimentacion animal en especial en el sector
avicola (Yufera, 1995).

En el Ecuador el maiz es uno de los cultivos mas importantes ocupando un area
de alrededor de 500 000 ha. Su cultivo se ha distribuido en casi todo el territorio,
desde cerca al nivel del mar hasta las tierras altas de la serrania (3 200 msnm),
en suelos fértiles, asi como en terrenos pobres, pedregosos, planos o de
pendiente, en colinas y en cerros. De estos el maiz amilaceo es un componente
importante en la dieta de la poblacion ecuatoriana, especialmente de la rural, por

su aporte proteico y energético (Yanez et al., 2005).

Y al ser el Ecuador uno de los paises con mayor diversidad genética de maiz por
unidad de superficie, el preservarla representara el recurso natural renovable mas
importante para la supervivencia, sostenibilidad rural y seguridad alimentaria de

las futuras generaciones (Yanez et al., 2003).

Entre los principales tipos de maiz que todavia se cultivan en la sierra del Ecuador
se incluyen: cuzco y cangil ecuatoriano, racimo de uva, chillos huandango,

morochdn, patillo y kcello, y las variedades que han sido generadas tales como:



chaucho, mishca, blanco blandito, guagal, shima y chulpi (Yanez et al., 2003).

De los maices anteriormente mencionadas el maiz nativo “racimo de uva’ Zea
mays. L. es de especial interés debido a la existencia de un pigmento natural
denominado cianidina-3-B glucosido, el cual pertenece a las denominadas
antocianinas, pigmentos que dan color a las flores, frutas y vegetales (Callejo,
2002).



Aditivo

Adventicios =

Bracteas

Extracto

Lanceoladas =

Raquis =

Solvente

Antioxidantes =

Sublimacioén =

Xi

GLOSARIO

Sustancia que se aflade a un producto para conservarlo o

mejorarlo.

Organo animal o vegetal que se desarrolla en un lugar distinto

del habitual y cuya presencia no es comun: raices adventicias.

Organo foliaceo en la proximidad de las flores y diferente a las

hojas normales.

Sustancia muy concentrada que se obtiene de otra por

distintos procedimientos.

Hoja de una planta que tiene forma de punta de lanza

Nervio o eje principal de una hoja.

Sustancia que contiene al soluto, el cual suele hallarse en
menor proporcion y el solvente o disolvente en mayor
cantidad.

Moléculas capaces de prevenir o retardar la oxidacion
(pérdida de uno o mas electrones) de otras moléculas,
generalmente sustratos biolégicos como lipidos, proteinas o
acidos nucléicos. La oxidacién de tales sustratos puede ser
iniciada por dos tipos de especies reactivas: los radicales
libres y aquellas especies que sin ser radicales libres son
suficientemente reactivas para inducir la oxidacion de los
sustratos mencionados.

La sublimacion es el proceso que consiste en el cambio de
estado de la materia sélida al estado gaseoso sin pasar por el

estado liquido.
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ABREVIATURAS
AOAC = Association of Official Analytical Chemistry
Aw = Actividad de agua
IAA = Indice de absorcién de agua
cm = Centimetros
min. = Minutos
g = Gramos
GAE = Equivalentes de acido galico - Gallic acid equivalents
ha = Hectareas
INIAP = Instituto Autonomo de Investigaciones Agropecuarias
ISA = [ndice de solubilidad en agua
kg = kilogramos
mg = miligramos
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pH = Potencial de Hidrogeno
ppm = Partes por millén
rpm = Revoluciones por minuto
S = Segundos
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1 REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 CULTIVO DEL MAIZ NEGRO ( Zeamays L.)

1.1.1 ORIGEN Y DISTRIBUCION DEL MAIZ

El origen de la planta de maiz continla siendo un misterio, por mas que los
estudiosos se estén esforzando por aclararlo desde diferentes puntos de vista.
Unicamente se puede asegurar que fue el alimento béasico de las culturas
americanas muchos siglos antes que los europeos llegaran al Nuevo Mundo
(FAO, 2000).

El Peru, es el mayor consumidor de los productos obtenidos del maiz negro como
por ejemplo la mazamorra morada, la principal materia prima para la elaboracién
de la misma son los pigmentos morado extraidos. Sus conocimientos vienen
desde la época de la colonia, aqui los agricultores de los valles andinos
clasificaron este maiz a partir de la raza kulli, este maiz corresponde al género

Zea, especie mayz L., grupo amilaceae st (Manrique, 2002)

La distribucion de algunos de los tipos de maices mas cultivados en las provincias
de la sierra del Ecuador; se debe a los agricultores. De esta manera, en el norte
(Carchi, Imbabura y Pichincha) se consume maices de tipo amarillo harinoso, en
la parte central (Chimborazo y especialmente Bolivar) se cultivan los maices

denominados Zhina (blanco amorochado) (Yanez et al., 2003).

1.1.2 COLOR DEL MAIZ MORADO

La coloracion morada que presentan las plantas, corontas y pericarpio de los
granos de maiz nativo, son el resultado del complejo trabajo realizado por muchos
genes ubicados en diferentes cromosomas, lo que da como resultado la formacién

de pigmentos antocianicos de diferente color, los mismos que al combinarse



forman el color morado (combinacién de pigmentos rojos y azules) (Manrique,
2000).

1.1.3 CLASIFICACION TAXONOMICA

En la Tabla 1 se presenta la clasificacion taxonomica del maiz.

Tabla 1. Clasificacion taxondmica del maiz

Reino: Vegetal

Division: Angiosperma
Clase: Monocotyledoneas
Orden: Cereales

Familia: Poaceae

Género: Zea

Especie: Mays

Nombre cientifico: | Zeamays L.

Ftenlerranova, 1995

1.1.4 DESCRIPCION BOTANICA

Los especimenes tipicos del maiz negro se encuentran desde los 1 200 a
2 580 msnm, tienen granos redondos con pericarpio rojo, morado, estrechamente
agrupados para dar la apariencia de una racimo de uvas. Las mazorcas son de
tamafa medio, de formas coOnicas a ovales con ocho a catorce hileras en espiral.
Color rojizo a purpura en toda la tusa, incluidas las lemas, las glumas y la médula
(Yanez, 2003).

En la Figura 1 se puede observar la morfologia de la planta de maiz.



Inflorecencia
Masculing

—tAazarca

Hojas Inflarecencia femenina
Semillas
Raiz —— T3 % | b
. " ] . 'l . .r i 4
Zea mays L.
Figura 1. Morfologia de la planta de mginderung, 2003)
1.1.4.1 Raiz

La raiz primaria, es decir, la que se desarrolla en la germinacion tiene corta
duracion. En la planta adulta todo el sistema radicular es adventicio y brota de la
corona, con el apice en la parte inferior formado por 10 entrenudos muy cortos. El
tamafo y la forma del sistema radicular cambian considerablemente de acuerdo al

tipo de propagacion y las condiciones ambientales (Terranova, 1995).



1.1.4.2 Tallo

El tallo del maiz es de cafa vertical, la longitud varia entre 1 a 5 m con un
diametro que va entre 2 a 4 cm y tiene nudos y entrenudos que varian en un
namero de 8 a 24 (Mapes, 2009).

1.1.4.3Hojas

Las hojas de maiz son largas, de gran tamafio, lanceoladas, alternas,
paralelinervias. La vaina de la hoja forma un cilindro alrededor del entrenudo, pero
con los extremos desunidos. El color de las hojas es usualmente verde, pero se
puede encontrar hojas rayadas de blanco y verde o blanco y purpura (Parsons,
1987)

1.1.4.4 Inflorescencia pistilada (femenina)

Se forma a partir de las ramas laterales de la planta, estan cubiertas por hojas

siendo mas cortas que el tallo, aqui se forma la mazorca de la planta (Leon, 1968)

1.1.4.5 Inflorescencia estaminada (masculina)

Es la continuacion del tallo de la planta, se ramifica en espigas laterales siendo la

espiga central la mas gruesa, en algunas inflorescencias se puede observar

ramificaciones terciarias (Leén, 1968)

1.1.4.6Mazorca

La mazorca del maiz es compacta y formada por hojas que la cubren totalmente.

El eje de la inflorescencia recibe el nombre de tusa en América del sur y elote o

coronta en México y América Central (Yanez et al., 2003).



1.1.4.7Semillas

Cada semilla en la mazorca es un fruto independiente que esta insertado en el
raquis cilindrico o coronta; la cantidad de granos producidos por mazorca esta
limitada por el nimero de granos por hilera y de hileras por mazorca, al igual que
otros cereales, el grano de maiz esta constituido por pericarpio, endospermo y

embrién como se puede observar en la Figura 1 (Mapes, 2009).

1.1.5 COMPOSICION QUIMICA

En la Tabla 2 podemos observar la composicién de los granos y de las corontas

del maiz negro.

Tabla 2. Composicién de los granos y corontas de de maimreegbase seca (%)

Componentes Granos (%) Corontas (%)
Carbohidratos 71,30 54,68
Proteina 8,41 1,48
Grasa 6,65 0,99
Fibra 3,35 40,71
Ceniza 1,55 2,14

Fuente: Jacho, 200RAIA, 2011

1.1.5USOS Y ALTERNATIVAS DE PROCESAMIENTO AGROINDUSTRIAL
DEL MAIZ NEGRO

A partir del maiz negro se obtienen bebidas no alcohdlicas como el pinolate
guatemalteco (harina de maiz, azUcar y agua), el piloncillo costarricense u
hondurefio (harina de maiz y cacao), el atole mexicano (harina de maiz, agua,
leche y azucar) y en el caso de nuestro pais la mazamorra morada o colada

morada (Ramirez y Williams, 2005).

De los ecotipos negros se extraen los pigmentos conocidos como antocianinas,



las cuales aportan color a las bebidas, dulces y confites, productos de panaderia,
conservas de pescado, grasas y aceites, mermeladas y jaleas, frutas confitadas y
en almibar, jarabes de frutas, sopas y saborizantes, coloracion de jugos de frutas

(fresa), vinos y vinagres (Chavez, 2000).

El maiz, junto con la papa constituyen las materias primas mas importantes para
la obtencion industrial de almidon, el cual se usa industrialmente como tal y para
producir alcohol y edulcorantes alimentarios, ya sea por hidrélisis acida o
enziméatica (FAO, 2006).

La molienda del maiz puede efectuarse en seco o en humedo. En ambos casos,
un primer objetivo es la separacion del germen, muy voluminoso en este cereal y
rico en aceite. La escarificacion del grano de color negro, previo a la molienda,
permite obtener almidon de color claro, similar al de las variedades de color
blanco o amarillo. Los productos de la molienda son muy diversos, incluyendo
germen, salvado (destinado a la elaboraciéon de piensos) y una variedad de
sémolas y harinas de distinta granulometria. Como subproducto de la molienda
hameda se obtiene el germen, que se destina a la extraccion de aceite comestible
y el gluten producto rico en proteina, que se utiliza para la elaboracion de piensos
(Yufera, 1995).

1.2 COLORANTES

El color y su uniformidad son componentes importantes en la calidad visual de los
alimentos frescos y tienen un papel trascendental en la eleccion del consumidor el

momento de comprar (Brennan, 2008).

La industria alimenticia con el objetivo de obtener productos que presenten los
colores propios de los alimentos frescos o para presentar productos mas
llamativos para los consumidores utiliza diversos colorantes naturales o artificiales
(Yufera, 1995).



1.2.1CLASIFICACION DE LOS COLORANTES

Existen diversas maneras de clasificar a los colorantes, con base en su naturaleza
u origen (naturales o artificiales), por su grupo cromaoforo (radical que le confiere

un determinado color), como se puede ver en la Figura 2 (Quintero et al., 2002).

COLORANTES
Naturales Sintéticos
[ |
Organicos Inorganicos
Organicos
[ \
Vegetales Animales Minerales Antraquinona
Otros
| Antocianinas Acido carmico Azul ultravioleta
| Betalainas Acido kermesico Didxido de titanio
Otros Negro carbén
|_Carotenoides
| Flavonoides
| Clorofila
| Otros

Figura 2 Clasificacion de los colorantes (Quintero, 2002)

1.2.1.1 Colorantes naturales

Son pigmentos coloreados que se encuentran en la naturaleza y que se extraen
por diferentes métodos (Cubero et al., 2002).



Las fuentes de las cuales se puede extraer estos colorantes son las planta
superiores, algas, insectos y hongos. A pesar de la gran cantidad de superficie
cultivada de plantas superiores, su baja concentracion de colorantes de no

permite realizar una extraccion rapida y econémica (Sing, 1997)

1.2.1.2 Colorantes organicos

Los colorantes organicos se caracterizan por tener en su estructura multiples
dobles enlaces conjugados, también se puede encontrar heteroatomos de

nitrdgenos y oxigeno (Molina, 2009).

Colorantes vegetales: Se pueden extraer de diferentes estructuras de los
vegetales, como son las raices, cortezas, partes lefiosas, hojas, flores, frutos y
semillas (Cubero et al., 2002).

Colorantes animales: El colorante mas representativo de este grupo es el
obtenido a partir de la cochinilla, ya que es considerado como el mejor de los
colorantes naturales. Actualmente es utilizado para colorear jarabes, confituras y

mermeladas (Pérez, 2004)

1.2.1.3 Colorantes inorganicos

Los primeros colorantes organicos que se conocieron son los obtenidos de los

oxidos de metales como el zinc y el hierro. (Molina, 2009).

Colorantes minerales: Entre los colorantes minerales mas importantes estan
considerados el oxido de hierro, el didbxido de titanio, el azul ultramarino estos

colorantes han sido prohibidos debido a la toxicidad que presenta (Artusi, 2007).



1.2.1.4 Colorantes sintéticos

Son pigmentos obtenidos por sintesis quimica. Pueden ser de dos clases: sintesis
de moléculas nuevas o sintesis de moléculas iguales a las que se encuentran en
el medio natural (Cubero et al., 2002). En general, los colorantes sintéticos son
mas resistentes que los colorantes naturales; sin embargo, presentan problemas
en su uso; por ejemplo, se decoloran por accion del acido ascorbico, efecto
importante en el caso de las bebidas refrescantes, en las que esta sustancia se
utiliza como antioxidante. Los colorantes artificiales pueden utilizarse en forma
soluble, como sales de sodio y potasio o bien absorbidos sobre hidroxido de
aluminio formando lo que se conoce como laca. La utilizacion de un colorante
soluble o insoluble depende de la forma en que se va a llevar a cabo la dispersion

en el alimento (Grupo Latino, 2007).

1.2.1.5 Colorantes azoicos

Estos colorantes forman parte de una familia de sustancias orgénicas
caracterizadas por la presencia de un grupo peculiar que contiene nitrégeno unido
a anillos aromaticos. Todos se obtienen por sintesis quimica, no existiendo
ninguno de ellos en la naturaleza. El niumero de colorantes de este grupo es
pequefio, en comparacion con los existentes, muchos de los cuales se utilizaron
antiguamente y luego se prohibieron por su efecto potencialmente perjudicial para
la salud (Grupo latino, 2007).

La mayoria de los colorantes sintéticos son azoicos; entre ellos se encuentra el

amarillo N° 5 denominado también tartracina (Molina, 2009).

1.2.2 PROBLEMAS EN LA UTILIZACION DE COLORANTES SIN TETICOS

Los colorantes sintéticos presentan diversas ventajas sobre los naturales; sin

embargo, muchos causan problemas para la salud. Como ejemplo se puede citar
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el “amarillo mantequilla”, utilizado hace tiempo para colorear este alimento,
posteriormente se restringié su uso debido a sus efectos carcinogénicos (Grupo
Latino, 2007).

En 1906 Bernard Hesse analizé en Estados Unidos aquellos colorantes utilizados
en la industria de los alimentos y encontrd6 que de una lista de 80 diferentes
colorantes, 30 de ellos nunca habian sido probados en su seguridad, 26 tuvieron
resultados diversos y ocho fueron considerados de alto riesgo para la salud
(Corrales, 2001).

La FDA (Food and Drug Administration o Agencia de Drogas y Alimentos), en la
Clausula Delaney de 1958, determind cierto riesgo de cancer para algunos
colorantes sintéticos, estableciendo que no puede utilizarse ningln tipo de aditivo
si se demuestra que al ser ingerido por el hombre o por algun animal induce
cancer. Por medio de esta clausula se prohiben los colorantes: Azul N° 6, Rojo N°
10, 11, 12, 13, Amarillo N° 1 y por otro lado se prohiben para alimentos: Rojo N°
2, Violeta N° 1, Grafito y Anaranjado B (Lisco, 2000).

Actualmente solo existen 9 colorantes sintéticos aceptados bajo fuerte
restricciones en su utilizacion y de acuerdo con la FDA solo 8 de estos pueden ser

comercializados (Corrales, 2001).

1.2.3 COLORANTE DEL MAIZ NEGRO

El maiz negro contiene seis importantes antocianinas: pelargonidina 3-O-B-D-
glucésido, peonidina 3-O-B-D-glucésido, cianidina 3-O-B-D-(6-malonilglucésido),
pelargonidina 3-0-B-D-(6-malonilglucosido) y peonidina 3-0-B-D-(6-
malonilglucdsido) que son las que le dan el color caracteristico a esta especie
vegetal (Aoki et al., 2002).

La antocianina que se encuentra en mayor proporcion es la cianidina-3- 3-

glucdsido, la misma que es un importante antioxidante (Cuevas et al., 2008).
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La Figura 3, muestra la gran variedad de coloraciones del maiz morado.

Figura 3. Apariencia del maiz morado (El maiz peruano, 2011)

El colorante obtenido del maiz morado fue aprobado en Japo6n y figura en la "lista
existente para aditivos alimentarios”, se usa para la elaboraciéon de bebidas,
gelatinas, caramelos, etc. (Aoki et al., 2002).

1.2.4 MEDIDA DEL COLOR

Uno de los sistemas para medir este atributo es el CIELAB, en el que se define un
espacio en coordenadas rectangulares (L*,a*,b*) junto con otro en coordenadas
cilindricas (L*, H*,C*), (Jiménez y Gutiérrez, 2001; Calvo y Duran, 2002).

Este sistema tiene base en la teoria de la apreciacion de los colores opuestos,
esta dice que un color no puede ser amarillo y azul al mismo tiempo ni tampoco

puede ser rojo y verde, esto se muestra es la Figura 4 (Iiiguez et al., 1995).
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b+ amarillo

a- varde
azulads

a+ magenta

Figura 4. Diagrama cromatico (Proyectacolor, 2011)

El sistema CIELAB, trabaja con los valores triestimulo del sistema CIE (lfiguez et
al., 1995).

Luminosidad (Value): Es considerado como la claridad u oscuridad de un color es
decir el brillo que tengan los objetos, es resultado de la cantidad de luz reflejada
por dicho objeto, dicho de otra manera, cuanta luz es reflejada otra vez al ojo
(Rosenstiel et al., 2009).

Matiz (Hue): Es una propiedad que ayudan a clasificar a los colores en azules,
verdes, amarillos, rojos, etc., fisicamente esta caracteristica tiene relacion con la

longitud de onda de una luz de espectro continuo (Carrasco, 2002).
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Saturacion (Chroma): Se considera como la intensidad del color o la cantidad de
color puro que esta mezclado con blanco. Es la medida en que un matiz esta

concentrado (Jiménez y Gutiérrez, 2001).

En la Figura 4, se presenta el diagrama cromatico, que simboliza el area donde
tienen lugar todos los colores reales segun la transformacién CIELAB

En la parte central se encuentra el iluminante sobre el cual el eje vertical L* marca
el eje de la luminosidad del color cuyo valor va entre 0 a 100 %, en la mitad de
dicho eje se forma un plano horizontal con los valores de las coordenadas a* y b¥*,
un valor positivo en la coordenada colorimétrica a* indica que hay un componente
rojo y si es negativo indica que hay un componente verde, si la coordenada b* es
positiva significa que el color tiene componente amarillo mientras que si es

negativo el color contiene azul (ifiiguez et al., 1995).

1.2.4.1 Degradacion del color

Los pigmentos enfrentan un problema, que es la degradacion del color, la cual se
puede presentar como consecuencia de la exposicion a la luz (foto degradacion),
por accion de la temperatura efecto conocido como oxidacion térmica o
descomposicion térmica. Cuando los alimentos se someten a elevadas
temperaturas, el color de los mismos cambia entre tonalidades que van desde un
ligero amarillo hasta un intenso café, debido las reacciones de caramelizacion que

se producen en su interior (Badui, 1988).

La degradacion de los pigmentos se debe especialmente a reacciones de
oxidacion las mismas que pueden ser 0 no enzimaticas. Los colorantes naturales
pueden oxidarse estar en contacto con el oxigeno atmosférico, la luz, el calor. El
efecto de la temperatura es muy importante, tanto que en ausencia de agua
(productos deshidratados) como en su presencia (productos hidratados), la
temperatura siempre acelera la velocidad de la reaccion degradacion (Fennema,
2000).
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La accién de la luz en los colorantes produce su ruptura y como consecuencia de
esto se forman compuestos incoloros de bajo peso molecular. Estas reacciones
presentan un efecto significativo en la industria de alimentos, debido a que los
colorantes pierden su color caracteristico. Los cambios de pH ya sean a pHs
acidos o alcalinos, provocan isomerizaciones de ciertos dobles enlaces, que

deben considerarse en la manipulacién de pigmentos (Schwartz, 1998).

1.3 ANTOCIANINAS

Las antocianinas son pigmentos con caracteristicas quimicas de glucésidos.
Generalmente, son de color rojo, rosado, azul y violeta, solubles en agua y estan
ampliamente distribuidas en la naturaleza, formadas por una molécula de
antocianidina (aglucén) que se une a una fraccion de carbohidrato a través de un
enlace glucosidico (Zeiger et al., 2006). Si las antocianinas no poseen la molécula

de azucar toma el nombre de antocianidinas (Badui, 1988).

Las antocianidinas mas importantes son la pelargonidina, la cianidina, la
delfinidina, la peonidina, la petunidina y la malvidina. Generalmente una misma
antocianidina forma interacciones diferentes clases de carbohidratos para formar

diferentes antocianinas (Fennema, 1985).

El color de las antocianinas depende de la cantidad de grupos hidroxilo (OH) y
metoxilo (OCH3) que se encuentran en el anillo B de cada antocianina (Zeiger,
2006), esto se muestra en la Figura 5.

1.3.1 ESTRUCTURA DE LAS ANTOCIANINAS

Todas las antocianinas estan formadas por el catién flavilo basico (Fennema,
1985) como se muestra en la Figura 5, contienen 2 anillos bencénicos unidos por

medio de un anillo heterociclico y segun el tipo de antocianina existen variaciones
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en algunos de los carbonos de los anillos bencénicos o del anillo heterociclico
antes mencionados (Rebolo, 2003).

Figura 5. Estructura quimica del Cation Flavilipurst y Wrolstad, 2001).

Estan compuestas por un aglicon (antocianidina) la cual esta unida a una o varias
moléculas de azucar, esta puede ser glucosa, galactosa ramnosa, arabinosa, etc
(Fennema, 1985)

En la Tabla 3, se presentan los radicales (R1 y R2) anteriormente mostrados en la
Figura 5.

Tabla 3. Principales radicales de las antocianinas

Aglicona R1 R2

Petunidina OH OCH3

Malvidina OCH3 | OCH3
Pelargonidina | H H
Delfinidina OH OH
Cianidina OH H

Peonidina OCH3 | H
Fuente: Durst y Wrolstad, 2001
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Las antocianinas pueden clasificar en base a la cantidad de moléculas de azucar
gue contiene, se divide en varios tipos: los mondsidos sélo tienen una molécula
de azucar, generalmente en posicion 3, rara vez en las posiciones 5 6 7 y nunca
en otras posiciones, los bidsidos contienen 2 azlcares, ambos en posicion 3, o
uno en 3y el otro en 5 y muy pocas veces en 3y en 7, los triésidos contienen 3
azucares , generalmente dos en posicién 3 y uno en posicion 5, con frecuencia
tres en una estructura ramificada o lineal en la posicion 3 o, en algun caso, con
dos en la posicion 3 y uno en la posicion 7, las diferentes posiciones antes

mencionadas se puede ver en la Figura 5 (Fennema, 2000).

1.3.2 ANTOCIANINAS DEL MAIiZ MORADO

En la estructura quimica de las semillas y las corontas del maiz negro se ha
encontrado en forma predominante, el compuesto cianidina 3-B-glucésido (Arroyo
et al., 2007).

También se han encontrado en variedades de maiz negro: pelargonidina 3-
glucdsido, peonidina 3-O-glucdsido, cianidina 3-malonilglucésido, pelargonidina 3-
malonilglucésido 'y peonidina 3-malonilglucésido, ademas, cianidina 3-
dimalonilglucésido como compuesto minoritario en algunas variedades (Aoki et
al., 2002).

Las antocianinas en los granos de maiz negro, son de tipo simple y no aciladas,
esto quiere decir que su estructura esta formada por el grupo croméforo y

anicamente un azlcar, que es la glucosa (Salinas et al., 2005).

Al tener esta estructura se minimiza su potencial de uso como colorante
alimenticio debido a que son menos estables a cambios de pH que las aciladas;
sin embargo, poseen una actividad antioxidante sobresaliente, por lo que las
antocianinas del maiz negro pueden considerarse valiosas como agentes

antioxidantes (Salinas et al., 2005).
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1.3.3 FACTORES QUE AFECTAN LA ESTRUCTURA DE LAS ANTOCIANINAS

El color de las antocianinas se modifica facilmente por efecto de gran cantidad de
reacciones que ocurren en los alimentos y se presenta mayores variaciones
durante el almacenamiento debido a su inestabilidad producida por diversos

factores como: pH, temperatura, oxigeno, luz, entre otras (Fossen et al., 1998).

La pérdida de color de las antocianinas también se da por la presencia de
compuestos reactivos como azucares reductores, fenoles y aminoacidos (Zeiger,
2006). Otra causa de degradacion de las antocianinas son las reacciones
enzimaticas que se producen en forma natural en los frutos; la enzima [-
glucosidasa hidrolizan al enlace glucosidico en el a&tomo de carbono 3, separando
al aglicon del azucar. Existen enzimas del tipo de las polifenolasas que también
pueden causar una decoloracibn de los frutos. Algunos microorganismos
presentan actividad enzimatica de antocianasa, capaz de inducir la destruccion de

las antocianinas (Fennema, 2000; Badui, 1988).

1.3.3.1 Efecto del pH

C-gly O-gly
Quinonoidal base: blue Flawvillum cation {oxonium form); orange to purple
pH=7 pH=1
+H:0MH"
' R,
H OH
o]
H 0. A
= O-gly
O-gly O O-gly
Chalcona: coloriess Carbinol pseudo-basae (hamiketal farm); colorless
pH=45 pH=4.5

Figura 6. Efecto del pH en la estructura de las antociarninasstad, 2004)
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Las antocianinas tienen cambios importantes de color con las variaciones de pH,
cuando el pH es acido su color es rojo intenso mientras que a pH neutro se
encuentra de manera incolora y a pH alcalino su coloraciéon es amarilla y pasa
posteriormente a ser azul (Cuevas et al., 2008). En la Figura 6, se muestra el

comportamiento de la antocianina a diferentes pH's.

1.3.3.2. Efecto de la temperatura

Durante el procesamiento y el almacenamiento las antocianinas son destruidas
por efecto del calor (Cuevas et al., 2008). El aumento de la temperatura produce
la perdida de una molécula de azlcar en la posicibn 3 y como consecuencia la
ruptura del anillo y como efecto la formacion de chalconas incoloras (Garzén,
2008)

Algunos tipos de peras desarrollan un color rosado durante tratamientos térmicos,
estas frutas provienen de tierras donde el pH es bajo y el contenido de taninos
alto. El pigmento rosado es una antocianina, como la cianidina, cuyo precusor es
una leucoantocianidina incolora que se descompone a altas temperaturas
(Fennema, 2000).

1.3.4 COMPUESTOS FENOLICOS

Los fenoles son los compuestos basicos de los sistemas en los cuales un grupo

hidroxilo se une a un anillo bencénico (Flanzy, 2003).

Los compuestos fendlicos se encuentran en la mayoria de las frutas y en muchos
casos contribuyen al color y al sabor de las mismas, en este grupo se encuentran
las flavonas, flavononas, flavonoles, chalconas, isoflavonoides, antocianos y

catequinas (Aranceta, 2006).

El enlace Cs-Cg, fenilpropano, de la fenilalanina y la tirosina, puede hallarse en
muchos compuestos fendlicos naturales. La lactona estable del acido o-cumarico,

la cumarina y sus ésteres carbohidratados, se encuentran ampliamente
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distribuidos en los vegetales. El éster del acido cafeico y el acido quinico es el
acido clorogénico, una sustancia muy difundida en las frutas y verduras (papas,
manzanas, peras). El acido galico es un importante constituyente de los taninos.

Sus ésteres se encuentran ampliamente difundidos (Fennema, 2000).

1.3.5 FLAVONOIDES

Los flavonoides corresponden al grupo de los compuestos fenélicos dentro de los

cuales existe un rango de sustancias coloreadas (Zeiger et al., 2006).

La clasificacion de los flavonoides se realiza con base en sus variaciones
estructurales, los mas importantes son las flavonas, isoflavonas, flavonoles y

antocianinas (lglesias, 2003).

Estos compuestos tienen buena solubilidad en agua y etanol, debido a que
cuentan con la presencia de grupos aromaticos conjugados, tienen una intensa

absorcién en la regidn ultravioleta y visible del espectro (Sing, 1997).

1.3.6 ACIDO OXALICO

El acido oxdalico esta presente en diversas plantas en forma de sales tanto

solubles (sédicas o potasicas) como insolubles (calcicas) (Gil, 2010).

El consumo de alimentos que contengan gran cantidad de acido oxalico puede
provocar carencias nutriciones debido a que este puede formar enlaces con
minerales como hierro, sodio magnesio, potasio. Es letal en cantidades elevadas,
ya que el precipitado de oxalato célcico provoca obstruccién renal. (Valle, 2000;
Gil, 2010).

El acido oxalico posibilita la formacién de calculos renales por precipitar cristales

de oxalato calcico en el tubo renal (Gil, 2010).
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1.4 EXTRACCION DE COLORANTES

Ademas de las consideraciones relativas a la estabilidad, debe tenerse en cuenta
que el aprovechamiento tecnoldgico de un producto también depende de su
extractabilidad. La extraccion de los pigmentos a partir de los tejidos vegetales
suele realizarse con solventes organicos, Los solventes empleados para el

proceso depende de la naturaleza de los pigmentos y su polaridad (Ibarz, 2005).

La extraccion solido-liquido, es una operacion unitaria basica que consiste en la
separacion de uno o varios componentes presentes en una fase solida, para esto

se utiliza una fase liquida o un solvente (Ibarz, 2005).

Para la extraccion de pigmentos a partir de los vegetales, se debe tomar en

cuenta las siguientes condiciones:

- El rendimiento o recuperacion maxima de los colorantes para un Optimo
aprovechamiento de la materia prima.

- Concentracion de los extractos, lo que incide en el menor gasto de solvente
por unidad de peso de la materia prima. También hay que considerar el ahorro
en las operaciones de filtracion y concentracion.

- Baja o nula toxicidad del solvente empleado, para facilitar la seguridad del
personal que participa en el proceso y porque el producto final esta destinado
para el consumo humano.

- Bajo nivel de extraccion de impurezas, o bien, que estas sean de facil

remocion (Quintero et al., 2002)

1.4.1 FACTORES QUE DETERMINAN LA EXTRACCION.

1.4.1.1 Tamafio de particula

El tamafio de las particulas influye en la extraccion de diferentes maneras, ya que

los solidos de tamafio pequefio tienen una mayor superficie de contacto con el
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liquido y la distancia de difusion entre el soluto y el solvente es menor por lo tanto
la cantidad de soluto transferido es mas alto (Ullauri, 2010).

1.4.1.2 Solvente

El solvente escogido debe ser altamente selectivo, de baja viscosidad que circule
libremente (Ibarz, 2005), pero conforme la extraccion trascurra, la cantidad de
soluto aumentara y el gradiente de concentracion disminuye, incrementando

progresivamente la viscosidad (Ullauri, 2010).

Generalmente se utiliza etanol para la extraccion de los principios activos de las
plantas, sin embargo el agua es considerada el solvente universal por su

capacidad de extraccidn en fase solido-liquido (Ullauri, 2010).

1.4.1.3 Temperatura

A medida que se incrementa la temperatura la extraccibn es mejor pero si el
rango de temperatura esta entre 70 y 100 °C el rendimiento no aumenta de forma
significativa por lo que es mas importante encontrar un equilibrio en la cual se

reduzca el gasto de energia y el tiempo de extraccion (Centeno, 2003).

1.4.1.4 Agitacion del Sistema

La transferencia de materia entre un liquido en movimiento y un solido es
importante en una gran variedad de aplicaciones de procesado biologico. La
agitacion del sistema sélido-liquido es importante porque aumenta la difusion y
como consecuencia la transferencia de masa aumenta desde las particulas
sélidas al liquido o solucion y de esta forma también se evita sedimentaciones
(Ullauri, 2010).
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1.4.1.5 Tiempo de extraccion

Es considerado como un factor de menor incidencia en la extraccion del colorante,
pero a nivel industrial donde se trabaja con grandes voliumenes sera un factor
muy importante en los costos de operacion ya que un largo en el tiempo de
produccion baja el rentabilidad (Centeno, 2003).

1.5 SECADO

El secado es una operacién unitaria que consiste en la eliminacion de la humedad
de un producto (lbarz, 2005), es el método mas antiguo de conservacion de los

productos perecederos (Casp, 2008).

1.5.1 LIOFILIZACION

La liofilizaciébn consiste en eliminar el agua de un producto congelado sin pasar
por el estado liquido (Montoya, 2008). Al congelar la solucién que contiene el
elemento que se desea extraer, la baja temperatura impide que existan cambios
qguimicos que puedan causar deterioro y se somete a un alto vacio el mismo que
evita que la solucion pase por el estado liquido, este es un método que permite
secar un producto evitando el deterioro que se produce por el calentamiento
(Montoya, 2008).

Este proceso implica 3 etapas: congelacién del alimento, sublimacion del hielo
(secado primario) y eliminacion de la pequefa cantidad de agua enlazada a los

sélidos (secado secundario) (Casp, 2003).

Al congelar los productos se incrementa la cantidad de soélidos solubles presentes
en la fase liquida lo que disminuye el punto de congelacion, para poder realizar
este proceso deberia estar en estado solido (hielo) el 95% del agua que presente

en el alimento (Brennan 2008).
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La etapa de sublimacion se inicia en la superficie exterior y termina en la parte
interior dejando una masa porosa de material seco, el calor latente de sublimacion
del hielo, se transfiere por conduccién a través de la corteza de material seco, el
vapor de agua que se forma se transfiere a través de la capa superior, el agua
congelada se sublima a menos 0T y a una presion de 627 Pa o menos (Ramirez,
2006).

La liofilizacion al ser comparada con otros métodos de deshidratacién presenta
ciertas ventajas, no existe movimiento de liquidos dentro del sdélido y no hay
encogimiento, el producto seco se rehidrata con facilidad debido a su estructura

porosa, el dafio producido por el calor es bajo (Brennan 2008).

Sin embargo, la congelacion también puede producir algunos dafios estructurales
que dificultarian la rehidratacion del producto seco (Brennan 2008).

1.5.2 ENVASADO

El envasado es considerado un aspecto importante en la conservacion y el
procesamiento de los alimentos, razén por la cual es primordial pensar en el
envasado desde que se inicia a desarrollar un producto, no solo por el aspecto
técnico sino por los costos que este puede generar (Brennan, 2008).

Las funciones del envasado son de contener y proteger el producto de varios

riesgos que puedan afectar la calidad del mismo (Brennan, 2008).

En la actualidad la busqueda de envases que permitan ofrecer a los
consumidores productos frescos e higiénicamente almacenados ha llevado al
desarrollo de diferentes métodos de envasado con diversos materiales y tipos de
tratamientos de conservacion (Lopez, 2011).
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1.5.3 ENVASADO EN ATMOSFERA MODIFICADA

El envasado en atmésfera modificada (MAP) es un procedimiento que consiste en
la sustitucion del aire del interior del envase por una determinada mezcla de
gases antes de su cierre (Brennan 2008). Se utiliza esta técnica para no utilizar
aditivos para la conservacion de los alimentos, los gases que se utilizan para en
este proceso son el nitrdgeno (N;), oxigeno (O) y anhidrido carboénico (CO,) o

una mezcla de estos gases (Armendaris, 2002).

El método que elimina el oxigeno del aire sustituyéndolo por nitrogeno tiene
muchas ventajas, no modifica la estructura quimica del producto, no hay

modificaciones en el producto (Madrid et al., 2003).

El nitrégeno no tiene sabor ni color y es poco soluble. No forma nuevos productos
y no ocasiona pérdida de sustancias volatiles por arrastre, ya que es muy puro

(impurezas inferiores a 500 volumenes por millon) (Madrid et al., 2003).

Es un meétodo eficaz ya que elimina del 90 al 95 % del oxigeno disuelto, el
sistema es econdémico, ya que la inversién es muy reducida y el consumo de

nitrogeno es de aproximadamente 1litro por litro de producto (Madrid et al., 2003)

1.5.4 ENVASADO AL VACIO

El envasado al vacio es la técnica mas simple y sencilla de modificar la atmésfera
en el interior del empaque El envasado al vacio es util para eliminar la mayor
cantidad de bacterias nocivas, aumentando el tiempo de duracién del producto
durante el almacenamiento, ya que estas bacterias necesitan de oxigeno para su

crecimiento normal (Ranken, 2003; Guevara, 2010).

El envasado al vacio aisla al producto del contacto con el exterior con lo que se
elimina la posibilidad de cualquier tipo de contaminacion, también se descarta la

deshidratacion del producto y la oxidacién del mismo (Armendaris, 2002).
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El envasado al vacio se realiza en un film de baja permeabilidad al oxigeno y el
sellado después de realizar la evacuacion del aire, si el vacio se lo realiza bajo
condiciones favorables la concentracion del oxigeno puede estar debajo del 1 %,
(L6pez, 2004).

1.6 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

El término antioxidante hace referencia a cualquier sustancia que, estando
presente a una concentracion mas baja comparada con la de un sustrato
oxidable, es capaz de retrasar o prevenir la oxidacion de dicho sustrato. Los
radicales libres se definen como especies quimicas que poseen uno 0 MAas
electrones desapareados, lo cual las hace altamente inestables y reactivas
(Halliwell y Whiteman, 2004).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos depende del nimero y de la
posicion de los grupos hidroxilos, de la cantidad de electrones donadores que
contenga el anillo estructural, y de la capacidad que tiene el grupo aromatico de

resistir el desapareamiento de electrones (Kuskoski et al., 2004).

EL ICso (concentraciéon inhibitoria media), es la concentracibn de muestra que
causa una disminucién en la concentracion inicial de algun oxidante en un 50 %,
un valor ICsp es inversamente proporcional a la actividad antioxidante, es decir,
valores mayores de ICsp indican un menor poder antioxidante y viceversa (Huang,
2005).

1.6.1 LOS ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes dificultan la posibilidad que otras moléculas se unan al oxigeno,
al interactuar mas rapido con los radicales libres del oxigeno y las especies

reactivas del oxigeno que con otras moléculas presentes, en un organismos, la
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accion del antioxidante es perder de su propia integridad molecular para evitar
alteraciones de moléculas de lipidos, proteinas, ADN, etc. (Venereo, 2002).

Los aditivos antioxidantes se usan para conservar los alimentos retardando el
deterioro, para disminuir la decoloracion o rancidez que se da como consecuencia

de la oxidacién (Cubero et al., 2002).

Para la neutralizacion de los radicales libres, existen antioxidantes enddgenos y

exégenos

Los enddgenos: son las enzimas con capacidad antioxidante que no se consumen
al reaccionar con los radicales libres y son dependientes de sus cofactores tales
como el cobre, el hierro, el zinc, el magnesio y el selenio (Halliwell y Whiteman,
2004)

Los antioxidantes exdgenos: provienen de la dieta y a diferencia de las enzimas
se consumen al reaccionar con los radicales libres y deben ser reemplazados.
Estos se dividen segun la zona donde actlan. Los que ejercen su accién a nivel
de la membrana lipidica son: la vitamina E, los carotenos, los polifenoles o
flavonoides, el ubiquinol 10. Los que actuan en medio acuoso: el acido ascorbico.
Los relacionados con los metales pesados: ferritina, transferrina, ceruloplasmina
(Venereo, 2002; Halliwell y Whiteman, 2004)

Los compuestos fendlicos que se encuentran de manera representativa en los
vegetales como los pertenecientes al grupo de los flavonoles y las flavonas tienen

un importante papel como antioxidantes (Belitz et al., 1997).

1.6.2 BENEFICIOS DE LOS ANTIOXIDANTES

La accion de los antioxidantes sobre la salud es impedir la oxidacién de moléculas
biologicas, facilitar el uso fisiolégico del oxigeno por parte de las mitocondrias

ayudando a reducir los efectos del estrés oxidativo y la falta de oxigeno; formar
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complejos que atendan las reacciones producidas por radicales libres y
desempefiando una funcién fundamental en la prevencion de las enfermedades

derivadas del estrés oxidativo (Lahoz et al., 2000).

Con respecto al cancer, se ha encontrado la posible relacion fisiopatologica entre
dicha enfermedad y las alteraciones encontradas en el metabolismo de los lipidos;
por lo que los antioxidantes son considerados una forma de prevencion para

diferentes tipos de cancer (Pita et al., 2000).

Se ha asociado una reduccion en la incidencia de enfermedades degenerativas
en aquellas personas que han incrementado en el consumo de frutas y vegetales,
debido al elevando contenido de diferentes antioxidantes presentes en éstos
alimentos, los que neutralizan la accidén de los radicales libres, razén por la cual
juegan un papel importante en la prevencion de estas enfermedades, logrando un

efecto positivo en la salud publica (Keith et al., 2001).
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIA PRIMA

Para este estudio se utilizaron 50 kg de maiz del ecotipo “racimo de uva”, que fue
transportado al laboratorio cuando alcanzo6 la madurez fisiolégica de cosecha, y
fue deshidratado en una estufa de aire forzado, hasta un contenido de humedad
del 12 % y se almacend (17 C, 60 % HR) en recipien tes herméticos, previo a la
realizacion de los diferentes ensayos.

2.2 MATERIALES Y EQUIPOS

2.2.1 MATERIALES

- Probetas de 10 mL, 50 mL, 100 mL y 500 mL

- Pipetas de 0,5 a 20 mL

- Vasos de precipitacién 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL, 1 000 mL y 2 000 mL
- Frascos Erlenmeyer de 250 mL y 500 mL

- Balones de 25 mL, 50 mL, 100 mL, 200 mL, 500 mL y 1 000 mL

- Viales

- Tubos para centrifuga

2.2.2 EQUIPOS

- Liofilizador LABCONCO

- Colorimetro COLOR TEC PCM/PSM

- Cromatografo liquido de alta eficiencia SHIMADZU RID-64
- Reflectometro RQflex plus 10

- Rotavapor BUCHI 461

- Bafio Maria SYBRON Thernolyne

- pHmetro Inolab wtw



- Balanza METTLER de capacidad hasta 1 000 g
- Espectrofotometro SPECTRONIC 20-D UV- Visible
- Centrifuga Internacional Equipment CO

2.3EXTRACCION DEL COLORANTE

Para el estudio del método apropiado de extraccion del colorante a partir de las
corontas y los granos, se consideraron como factores, el tipo de solvente, tiempo

de extraccion y la temperatura. En la Tabla 4 se muestran los niveles de los

factores en estudio.

Tabla 4. Niveles de los factores y codificaciones en el esogpara la extraccion del

colorante
Factor Descripcion del Factor Descripcion del Nivel Cadigo
Agua destilada A
Etanol (90 %) a
A Tipo de solvente Solucién acuosa de &cido citrico &
0,08M
: 1h by
B Tiempo de contacto
2h b
30°C %)
Temperatura de
C y 40 °C G
extraccion
50 °C G

Para el proceso de extraccion, la unidad experimental estuvo constituida por

150 g de granos y 50 g de corontas, para estas se utiliza menor cantidad debido a

la poca disponibilidad de materia prima.

Se mantuvo una relacién solvente: grano de 4:1 y solvente: coronta de 8:1.

Los tratamientos experimentales se describen en forma detalla en la Tabla 5.
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Tabla 5. Tratamientos para la determinacién de las condési@propiadas de proceso
para la extraccion del colorante

TRATAMIENTOS

T1 | abgCo Agua destilada; 1 h; 30 °C

T2 |aboc, Agua destilada; 1 h; 40 °C

T3 | abgc, Agua destilada; 1 h; 50 °C

T4 |abico Agua destilada; 2 h; 30 °C

T5 |ahic; Agua destilada; 2 h; 40 °C

T6 |ahic, Agua destilada; 2 h; 50 °C

T7 | &b Etanol (90%); 1 h; 30 °C

T8 |aboc, Etanol (90%); 1 h, 40 °C

T9 |aboc, Etanol (90%); 1 h; 50 °C

T10 | &bsco Etanol (90%); 2 h; 30 °C

T11 | abicy Etanol (90%); 2 h; 40 °C

T12 | abiC, Etanol (90%); 2 h; 50 °C

T13 | abgco Solucion acuosa de acido citrico 0,08M; 1 h; 30 °C
T14 | aboc, Solucion acuosa de acido citrico 0,08M; 1 h; 40 °C
T15 | aboc, Solucion acuosa de acido citrico 0,08M; 1 h; 50 °C
T16 | abco Solucion acuosa de acido citrico 0,08M; 2 h; 30 °C
T17 | &bscy Solucion acuosa de acido citrico 0,08M; 2 h; 40 °C
T18 | abic, Solucion acuosa de acido citrico 0,08M; 2 h; 50 °C

El colorante obtenido de las corontas se paso a través de un tamiz, para evitar la
presencia de solidos y fracciones de fibra que salen como residuos del proceso de

extraccion.

Al extracto de las corontas y los granos se le afiadi0 malto dextrina en una
proporcion del 30 %. Este carbohidrato fue utilizado como matriz de retencion del

colorante, la que facilité su recuperacion en forma sélida después del secado.
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Los extractos fueron congelados y posteriormente sometidos a un proceso de
secado por liofilizacion para obtener un extracto sélido.

Para el andlisis de resultados, se aplicé un disefio factorial 3*> x 2 con 3

repeticiones.

La seleccion del tratamiento apropiado para la extraccion del colorante se basé en
el rendimiento, contenido de antocianinas, indice de degradacién y coordenadas

del color.

2.3.1 EVALUACION DEL RENDIMIENTO EN LA EXTRACCION D EL
COLORANTE DE MAIZ NEGRO

Se determiné a través de mediciones del peso del extracto colorante sélido

obtenido, en relacion al peso de las corontas y los granos utilizados.

2.3.2 EVALUACION DEL CONTENIDO DE ANTOCIANINAS ENE L
COLORANTE DEL MAIZ NEGRO

El contenido de antocianinas se determindé en una solucién acuosa al 10 %
preparado a partir del extracto colorante solido de acuerdo al método de Giusti y
Wrolstad, (2001), adaptado en el departamento de Nutricion y Calidad del INIAP.

El método se describe detalladamente en el Anexo 1.

2.3.3 DETERMINACION DEL INDICE DE DEGRADACION DEL C OLOR, EN
LOS EXTRACTOS DE LOS GRANOS Y LAS CORONTAS

El indice de degradacion se evalu6 en base a medidas de la absorbancia maxima
y minima del extracto colorante, segun la técnica descrita por (Jiménez y

Gutiérrez, 2001), como se detalla en el Anexo 1.
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2.3.4 DETERMINACION DE LAS COORDENADAS DEL COLOR

El color de los extractos se midié con un colorimetro COLOR TEC PCM/PSM
como se describe en el Anexo 1. En el colorimetro se registran los siguientes

valores:

L mide tonalidades de blanco (100) hasta negro (0),
a’ las tonalidades de rojo (+) hasta verde (-)

b" las tonalidades de amarillo (+) hasta verde (azul)

Angulo H’= 0° (rojo), 90° (amarillo), 180° (verde) y 270° (azul), como se muestra

en al Figura 7 0(Jiménez y Gutiérrez, 2001)

Los valores obtenidos se ubicaron en el diagrama de coordenadas CIELab para

asi determinar el color predominante de los extractos.

Luminosidad (L*)
=0 L=100

Rojo-verde (a*)

Amarnillo-azul (b*)

Figura 7. Diagrama de las coordenadas colorimétricas, sdgistema CIELab

(Calvo y Duran, 1997)
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2.4 CARACTERIZACION DEL COLORANTE

Una vez escogido el mejor tratamiento de extraccion del colorante a partir de las
corontas y de los granos, se realizd la caracterizacién quimica de los mismos con
base en el contenido de antocianinas, nitratos, acido oxalico y compuestos

fendlicos.

2.4.1 EVALUACION DEL CONTENIDO DE ANTOCIANINAS EN EL
EXTRACTO COLORANTE DEL MAIZ NEGRO

El contenido de antocianinas se determind segun el método de Giusti y Wrolstad,
(2001), descrito en el Anexo 1.

Este método realiza dos extracciones de las antocianinas utilizando metanol
acidificado con acido clorhidrico y posteriormente se realiza la lectura del extracto
a 530nm.

2.4.2 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE NITRATOS EN EL
EXTRACTO COLORANTE DEL MAIZ NEGRO

El contenido de nitratos en el extracto colorante se determiné en una solucion
acuosa al 10 % obtenida a partir del extracto colorante solido, segun el método de
la AOAC, (1990), adaptado por el departamento de Nutricion y Calidad del INIAP.

Para la determinacién de nitratos se realiza una hidrdlisis del extracto mediante
acido sulfurico para eliminar el color para que no interfiera en las lecturas con el

espectrofotometro.

El método se describe detalladamente en el Anexo 1.
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2.4.3 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ACIDO OXALICO EN EL
EXTRACTO COLORANTE DEL MAIZ NEGRO

El contenido de acido oxalico se determindé en una solucién acuosa 10 %, de
acuerdo al método de Jinap y Dimick, (1990), adaptado en el departamento de

Nutricién y Calidad del INIAP, cuya descripcion detallada consta en el Anexo 1.

Este compuesto se determind mediante lecturas en el HPLC del extracto
acondicionado previamente y comparando al mismo con un estandar de acido

oxdlico.

2.4.4 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE COMPUESTOS FEN OLICOS EN
LOS EXTRACTOS COLORANTES DEL MAIiZ NEGRO

El contenido de compuestos fendlicos se determind segun el método de Folin y
Ciocalteu’s (1927), adaptado por el departamento de Nutricion y Calidad del
INIAP (Anexo 1), la determinacion se realiz6 en una solucion acuosa del extracto
al 10 %.

Como complemento de la caracterizacion se realizd una caracterizacion fisica que
incluyo la medicidon de la actividad de agua, humectabilidad, indice de absorcion
de agua, indice de solubilidad en agua y el poder de hinchamiento del extracto
colorante de los granos y de las corontas en estado solido. Los métodos utilizados

en esta caracterizacion se presentan en el Anexo 1.
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2.5 ESTABILIDAD DEL COLORANTE

2.5.1 EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DEL EXTRACTO COL ORANTE EN
EL PROCESO DE EXTRACCION

Con el fin de reducir el nUmero de tratamientos, se realizé un ensayo exploratorio
de estabilidad del extracto colorante de los granos y de las corontas a diferentes
condiciones de pH (2, 4, 6, 8) y temperatura (10, 30, 50, 70, 90 °C), como se

indica en la Tabla 6.

La expresion grafica del indice de degradacion del color en funcién del pH y color
en funcion de la temperatura, permitié determinar las condiciones a las cuales los

extractos presentaron mayor estabilidad.

La unidad experimental estuvo constituida por muestras de 25 mL de extracto

colorante.

A partir del ensayo exploratorio, se seleccionaron los pHs y las temperaturas, a
las cuales los extractos colorantes, mostraron mayor estabilidad. Con estas
condiciones se integraron los tratamientos para precisar la estabilidad de los

extractos, tanto de los granos como de las corontas.

Los resultados se analizaron aplicando un disefio completamente al azar, en

arreglo factorial 2 x 2 con 3 repeticiones.

Para los factores e interacciones que resultaron significativos, se aplico la prueba
de Tukey al 5%.
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Tabla 6. Tratamientos para la determinacién de la establilitd extracto colorante en el
proceso de extraccion

GRANOS CORONTAS

TRATAMIENTOS
pH TECC) | pH | T (°C)
T1 4 10 2 10
T2 4 30 2 50
T3 6 10 6 10
T4 6 30 6 50

El indice de degradacién del color, en base a medidas de absorbancia, fue la

variable analizada.

2.5.2 EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DEL EXTRACTO C OLORANTE EN
EL ALMACENAMIENTO

La estabilidad en el almacenamiento se probd con el extracto colorante de los
granos y de las corontas, en estado liquido y sélido a diferentes condiciones de
almacenamiento como se muestra en las Tablas 7 y 8, las muestras se colocaron

en envases de polietileno de color ambar.

Tabla 7. Tratamientos para la determinacién de la establilitd extracto colorante
liquido, durante el almacenamiento

TRATAMIENTOS
T1 Expuesto a la luz UV

T2 Almacenado en la oscuridad

T3 Expuesto al @del aire

T4 Con Nitrogeno
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Tabla 8. Tratamientos para la evaluacion de la estabiligdde@xtracto colorante sdlido,
durante el almacenamiento

TRATAMIENTOS
T1 Expuesto a la luz UV
T2 Almacenando en la oscuridad
T3 Expuesto al &del aire
T4 Sellado al vacio

Para el tratamiento que implica el sellado al vacio, se utilizaron bolsas apropiadas
para este proceso (mezcla de polietileno y poliamida). Las que una vez selladas

con los extractos, se envasaron en los frascos de color ambar.

La unidad experimental estuvo constituida por 8 muestras de 1 gramo cada una,
para presentaciones solidas y 25 mL para los extractos liquidos.

Se aplicé un disefio completamente al azar tanto para las muestras sélidas como
liguidas, con 3 observaciones por tratamiento. A los tratamientos significativos se

aplicé la prueba de Tukey al 5 %.

La seleccion del mejor tratamiento se realizé en base a los indices de tonalidad y
degradacion del color. Se realizaron muestreos sucesivos a los 0, 2, 4, 6, 15, 30,

45y 60 dias de almacenamiento.

2.6 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Se evalug, la actividad antioxidante del extracto colorante a diferentes
concentraciones (0-0,5 mg/mL), con el método espectrofométrico descrito por
Oyaiazu, (1986), como se detalla en el Anexo 1.
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2.7 ESTIMACION DEL COSTO DE PRODUCCION DEL EXTRACTO
COLORANTE A NIVEL DE PLANTA PILOTO

El analisis de costos se realizd a escala de planta piloto, para ello se tomaron los

costos directos e indirectos relacionados con el producto objetivo.

El costo de mano de obra directa se calcul6 con base al sueldo basico y todos los
beneficios de ley, se ubicé la mano de obra calificada, semi-calificada y no

calificada.

Dentro de la carga fabril, se encontr6 la mano de obra indirecta, materiales
indirectos, depreciacion de equipos, suministros, reparaciones, mantenimientos,

seguros e imprevistos.

Para la obtencion del costo unitario de cada producto se célculo los costos de

produccion, gastos de ventas, gastos de administracion y financiamiento.

Con base en el valor total de los costos directos e indirectos, se determiné el valor
total del costo de fabricacion. En funcién del porcentaje de los gastos
operacionales, se determin0 el costo total de produccion y se calcul6 el posible

precio de venta del producto final.

Con toda la informacion, se determiné la capacidad de operacion de la planta, en
el punto de equilibrio donde no hay pérdidas ni ganancias y se represento

graficamente.



39

3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARAL A
EXTRACCION DEL COLORANTE A PARTIR DE LAS
CORONTAS Y GRANOS DEL MAIiZ NEGRO

Los factores que mas inciden en la extraccion de los colorantes vegetales son el
tipo de solvente, la temperatura de extraccion y el tiempo de contacto del vegetal

con el medio de extraccion (Belitz y Grosch, 1997).

Como liquidos para la extraccion se probaron el agua y el etanol, cuyas moléculas
interaccionan con los grupos hidroxilo de la cianidina, formando puentes de
hidrégeno (Del Carpio et al., 2009). El agua es el disolvente universal, disuelve
sales y sustancias idnicas. También disuelve muchas otras sustancias no idnicas
pero con caracter polar, como azucares, alcoholes, aldehidos, cetonas y otros,
cuyos grupos carbonilos, aminos, hidroxilos y carboxilos interaccionan con las

moléculas de agua por medio de puentes de hidrégeno (Badui, 1988).

En el ensayo de preparaciéon de extractos, se plante6 como un tratamiento, la
extraccion del colorante en solucion acuosa acidificada con acido citrico 0,08 M.
Sin embargo para el analisis estadistico se descartd este tratamiento, debido a
que el extracto obtenido present6 una elevada acidez (pH 2,08), lo que dificulté el
proceso de secado por liofilizacion, sin que el producto final pueda alcanzar el
estado sélido (polvo), a pesar de que, con este tratamiento se obtuvo el mayor

rendimiento de extraccion.

Para determinar si los datos obtenidos son estadisticamente diferentes, se aplico
el andlisis de varianza (Tabla 9), el cual muestra un efecto significativo del tipo de
solvente, la temperatura de extraccion y las interacciones tipo de solvente-
temperatura de extraccion, tipo de solvente-tiempo de contacto, tiempo de
contacto-temperatura de extraccion, sobre el rendimiento de los extractos

obtenidos a partir de los granos de maiz negro.
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En el caso de las corontas, resultaron altamente significativos el tipo de solvente,
el tiempo de contacto, la temperatura de extraccion y la interaccion entre el tipo de

solvente y la temperatura, como se observa en la Tabla 10.

Tabla 9. Andlisis de varianza para el rendimiento de egtéacdel colorante, a partir de
los granos de maiz negro

Fuente de Variacion Suma de G'rados de Cuadrédo FO F 95% | Probabilidad
cuadrados | libertad medio

Tipo de solvente (Fa) 0,740 1 0,736 98,952 4,301 33B-09**
Tiempo (Fb) 0,000 1 0,000 0,02¢ 4,301 0,889
Temperatura (Fc) 1,850 2 0,926 124,424 3,443 12E-
Repeticion 0,000 2 0,000 0,046 3,443 0,955
Interaccion Fa*Fb 0,020 1 0,016 2,094 4,301 0,161
Interaccion Fa*Fc 0,600 2 0,298 39,979 3,443 4,088e-
Interaccién Fb*Fc 0,830 2 0,415 55,807 3,443 2,09F
Interaccién Fa*Fb*Fc 0,010 2 0,004 0,498 3,443 0,61
Error 0,160 22 0,007
Total 4,200 35

** Altamente significativo

Coeficiente de variacion: 5,52

Los diferentes factores estudiados: tipo de solvente, temperatura y tiempo de
extraccion influyeron significativamente en el rendimiento. El agua y el etanol
resultaron buenos extractantes de los pigmentos del maiz negro. A lo cual
contribuy6 la agitacion del soluto con el disolvente y el tamafio de particula de las
corontas, las cuales fueron molidas a un tamafio de particula de 20 mesh.

En general los solidos son mas solubles en agua caliente que en agua fria, sin
embargo, en esta investigacion se trabajé con una temperatura limite de 50 °C, ya
que temperaturas mas elevadas podrian afectar la estabilidad de los pigmentos.
Segun Belitz y Grosch, (1997), la velocidad a la cual las moléculas de color dejan
cada unidad de superficie del solido es constante para cada temperatura, pero a

medida que la disolucién va concentrandose, aumenta la rapidez con que vuelven
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a cada unidad de superficie del sélido, disminuyendo asi la velocidad global de

disolucién, hasta que, finalmente, no se extrae mas colorante.

Tabla 10.Andlisis de varianza para el rendimiento de extésxcdel colorante, a partir de

las corontas del maiz negro

Fuente de Variacion Sumade | Grados de| Cuadrado FO F 95% | Probabilidad
cuadrados | libertad medio
Tipo de solvente (Fa 2,860 1 2,861 49,052 4,260 99E-07**
Tiempo (Fb) 0,550 1 0,555 9,511 4,260 0,005 **
Temperatura (Fc) 1,730 2 0,863 14,798 3,403 8,4PE-0
Repeticion 0,050 2 0,020 0,430 3,403 6,57E-017
Fa*Fb 1,070 1 1,067 0,430 4,260 0,657
Fa*Fc 0,300 2 0,148 18,288 3,403 3,07E-04*
Fb*Fc 0,260 2 0,130 2,53( 3,403 0,102
Fa*Fb*Fc 0,600 2 0,299 2,232 3,403 0,131
Error 1,280 24 0,058
Total 8,700 35

**Altamente significativo
Coeficiente de variacion: 10,78

Los coeficientes de variacion, muestran que los datos son confiables, ya que se
tomaron todas las precauciones necesarias para reducir el error. Un menor

coeficiente de variacion, indica una conduccion apropiada del experimento.

La Figura 8, ilustra los resultados en la obtencion del extracto colorante a partir
del grano y las corontas del maiz negro, con dos tipos de solventes, a tres
temperaturas y dos tiempos de extraccion. En general, un mayor rendimiento
(3 %), se obtuvo a partir de las corontas, probablemente debido a la condicién de
la materia prima, ya que en el caso del grano, la extraccion se realizé a partir del
producto entero, mientras que las corontas fueron trituradas a un tamafio de
particula de 20 mesh, en este caso se incrementa el area superficial, lo que
favorecié el contacto entre el sdlido y el liquido, aumentando la velocidad de
extraccion de los pigmentos. El rendimiento del extracto colorante, a partir del

grano (1,5 %) fue menor que el reportado para la fraccién pericarpio-capa de
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aleurona del maiz negro variedad peruano, con 3,2 %, (Salinas et al., 2005). El

rendimiento en la obtencidén de extracto, a partir de las corontas (3 %) fue similar

al valor reportado para la variedad de maiz peruano.
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Figura 8. Efecto del tipo de solvente, tiempo de contactenygeratura en el rendimiento
del extracto colorante de los granos y corontamalie negro

En la Tabla 11, se presenta la prueba de Tukey al 5 %, para la interaccion de los

tres factores en estudio. A partir de estos resultados, se determiné un rendimiento

de (2,23 %), en la obtencion de extracto colorante, a partir del grano utilizando

agua como solvente, a un tiempo de contacto de dos horas y a 50 °C. Este valor,

no difiere estadisticamente del obtenido con los tratamientos a;b;c; y aghic; ya

que estos comparten el primer rango estadistico (a) lgual ocurre con las corontas,

si bien el mayor rendimiento numeérico (2,86 %), se obtiene con el tratamiento

aob1co (agua destilada; 2 horas de contacto; 30 ), sin e mbargo este valor no es
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estadisticamente diferente de los tratamientos agb1Coy aghiC,, ya que comparten el
primer rango estadistico (a).

Tabla 11.Prueba de Tukey al 5% para el rendimiento de olitertel extracto colorante,
a partir del grano y corontas del maiz negro

Tratamientos Descripcion Promedio Rango estadistico
Agua destilada; 2 horas;
aghsC, 50°C 2,23 a
Granos abic, Etanol (90%); 2 horas; 50°C 2,00 a b
Agua destilada; 2 horas;
agbiCy 40°C 1,80 a b c
Agua destilada; 2 horas;
aghiCy 30°C 2,86 a
Corontas Agua destilada; 2 horas;
aghiC, 50°C 2,67 a b
aghoC1 Etanol (90%); 1 hora; 40°C 2,51 a o

A partir del andlisis estadistico de resultados, se determina que técnicamente la
extraccion de los pigmentos colorantes del maiz negro puede realizarse con

cualquiera de los 4 tratamientos especificados en la Tabla 11.

La Figura 9, muestra el contenido de antocianinas en los extractos, obtenidos por
varios tratamientos. Similar a lo que ocurre con el rendimiento de extraccion, una
mayor concentracion de antocianinas se observa en los extractos obtenidos a
partir de las corontas, utilizando etanol como solvente, a un tiempo de contacto de
120 minutos y cuando la extraccion se lleva a cabo a 50 °C. Para determinar la
veracidad de esta apreciacion grafica, se realizd el analisis de varianza,
determinandose un efecto significativo de los tres factores en estudio (tipo de
solvente, tiempo de contacto y temperatura de extraccién). Por lo que se realizé
la Prueba de Tukey al 5 % que se muestra en la Tabla 12, para categorizar los

diferentes tratamientos.
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Se determind un mayor contenido de antocianinas en los tratamientos a;b;c;

Tabla 12.Prueba de Tukey al 5% para el contenido de antoeiamlel grano y corontas
del maiz negro

Tratamientos Descripcion Promedio Rango estadistico
Etanol (90%); 2 horas;
a1b1C2 50°C 8,89 a
Agua destilada; 2 horas;
Granos abic,  |50°C 7.82 a b
Etanol (90%); 2 horas;
alblcl 40°C 6,98 b C
Agua destilada; 2 horas;
aobiCy 40°C 6,30 c
Etanol (90%); 2 horas;
a1b1C2 50°C 10,86 a
Etanol (90%); 1 hora;
bty 40°C 10,52 a b
Corontas Agua destilada; 2 horas;
ahic; 40°C 10,24 a b
Agua destilada; 2 horas;
aohiCy 50°C 9,62 a b C
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En el caso de los extractos del grano, se determiné una mayor concentracion de
antocianinas, aplicando los tratamientos a;b;c, (etanol 90 %; 2 horas; 50 C) y
aob;c, (agua destilada; 2 horas; 50 ), cuyos valores (8,89 y 7,82 mg GAE/100 g
de muestra), no difirieron estadisticamente, compartiendo el primer rango
estadistico. En el caso de las corontas, todos los tratamientos especificados en la
Tabla 12, comparten el primer rango estadistico, lo que significa que una
concentracion similar de antocianinas puede obtenerse utilizando agua o etanol
como solvente, a un tiempo de contacto de 1 0 2 horas y a una temperatura de 40
o 50 °C. Al respecto, Giusti y Wrolstad, (2001), considera que 45 °C, es una

temperatura moderada para la extraccién de antocianinas.

En cuanto a la degradacion del color de los extractos, la Figura 10, muestra que
un mayor indice de degradacion del color, se produce en los extractos obtenidos a
partir de las corontas, con relacion al grano; cuando el proceso de extraccion se
realiza a 50 °C, con etanol al 90 % y a un tiempo de contacto (solvente: corontas)
de 120 min
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tipo de solvente, el tiempo y la temperatura deaegton
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Para determinar la veracidad de esta apreciacion grafica, se realiz6 el analisis de
varianza, determinandose un efecto significativo de los tres factores en estudio
(tipo de solvente, tiempo de contacto y temperatura de extraccion). Por lo que se
realizé la Prueba de Tukey al 5 % presentada en la Tabla 13, para categorizar los

diferentes tratamientos.

Tabla 13.Prueba de Tukey al 5% para el indice de degradaeibeolor, del extracto del
grano y las corontas del maiz negro

Tratamientos | Descripcion Promedio| Rango estadistica
Agua destilada; 1 horg;
aghoCo 30°C 1,19 a
Agua destilada; D
aghiCo horas; 30°C 1,42 a b
Granos Etanol (90%); 1 hora;
aboC1 40°C 1,75 a b
Agua destilada; 1 horg;
agboCs 40°C 1,78 a b
Agua destilada; 2
aghiCy horas; 40°C 1,60 a
Agua destilada; 1 horg;
agboCs 40°C 1,74 a
Corontas Agua destilada; 2
aghiCy horas; 30°C 1,91 a b
Agua destilada; 1 horg;
agboCo 30°C 1,99 a b

Si bien un menor valor numeérico (1,19), para el indice de degradacion se obtiene
con agua destilada, a una hora de contacto y a una temperatura de 30 °C, sin
embargo, este valor no difiere estadisticamente del obtenido con los demas
tratamientos especificados en la Tabla 13, puesto que comparten el primer rango
estadistico. Estos resultados muestran que a los niveles de temperatura
ensayados, la degradacion del color no fue relevante, lo que concuerda con lo
sefalado por Rebolledo, (2007); Gorriti et al., (2009), quienes mencionan, que a
temperaturas menores a 70 °C la degradacion de color de los pigmentos
obtenidos de las antocianinas es minima, manteniéndose estables alrededor del

98 %, después del calentamiento.

Sin embargo Cuevas et al., (2008), sefala que las antocianinas son pigmentos

estables en la naturaleza (frutas, verduras), pero cuando son extraidas de su
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matriz original, son susceptibles a la oxidacion por diferentes factores, lo cual
puede estimarse a través del indice de degradacion.

En base a los resultados obtenidos, se seleccionaron los tratamientos
especificados en la Tabla 14, para la determinacibn de las coordenadas

colorimétricas.

Tabla 14. Tratamientos seleccionados para la determinacidasdeoordenadas
colorimétricas

Tratamientos Descripcion

T1 aboCo Agua destilada; 1 hora; 30°C

T2 abic; Agua destilada; 2 horas; 40°C
Granos | T3 abiCo Agua destilada; 2 horas; 50°C

T4 abic, Etanol (90%); 2 horas; 50°C

T1 abico Agua destilada; 2 horas; 30°C

T2 abic; Agua destilada; 2 horas; 40°C
Corontas | T3 abic, Agua destilada; 2 horas; 50°C

T4 abic, Etanol (90%); 2 horas; 50°C

En la Tabla 15, constan los parametros de color de los extractos del grano y las
corontas, obtenidos mediante los 8 tratamientos seleccionados anteriormente.

Analizando con base en la Figura 11, el parametro a* de los extractos de los
granos, presentd el mayor valor de tonalidad roja (7,74) con el tratamiento T2

(extraccion con agua, durante 2 horas a 40 °C).

Mientras que el extracto preparado con el tratamiento 3 (extraccion con agua, por
2 horas a 50 °C) present6 un menor valor del componente a*, hasta un valor de
1,32 debido a que este tratamiento si bien tiene un elevado rendimiento el indice
de degradacién del mismo es bastante alto lo que afecta directamente al color del

extracto.

En los extractos de las corontas los valores del componente a* tendieron hacia la

tonalidad verde, y solo en los extractos preparados con el tratamiento 4
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(extraccion con etanol 90 %, por 2 horas a 50 °C) y tratamiento 3 (extraccién con
agua, por 2 horas a 50 °C), la coordenada a* presentd una tonalidad rojiza, con un

valor de 3,407 y 2,073 respectivamente.

En cuanto al parametro b*, todos los tratamientos permitieron obtener extractos
de tonalidad azul (b-), a excepcion del tratamiento 4, aplicado a las corontas, cuya
tonalidad se oriento al color amarillo esto puede ser efecto de la degradacion del
extracto ya que como se puede observar en el Anexo 3, este tratamiento es el que

presenta el mayor indice de degradacion.

El valor C mide la intensidad del color, determinandose un color rojo intenso
(7,76) en el extracto del grano obtenido con el tratamiento 2 (extraccién con agua,
durante 1 hora a 40 °C) y en el extracto de las corontas una intensidad del color

de 3,492 obtenido con el tratamiento 3 (extraccién con agua, por 2 horas a 50 °C).

El valor del parametro luminosidad (L*) muestra que los extractos del grano
obtenidos con el tratamiento T4 son méas oscuros, con un valor de 23,06. Los
extractos de las corontas obtenidos con el tratamiento T2, presentaron una menor
luminosidad (23,35).

El valor H o angulo Hue indica una mayor tonalidad purpura oscura, con valores
cercanos a 270°. Se encontraron diferencias significativas en los parametros H°,
L*, a* y C*, de los extractos obtenidos a diferentes temperaturas y tiempos de

proceso.

El tratamiento que presentd un color pUrpura mas oscuro, caracteristico de los
extracto de maiz negro fue el T2 (extraccion con agua, durante 2 horas, a 40 °C)
en el caso de los granos y T3 (extraccion con agua, durante 2 horas a 50 °C) en el
caso de las corontas, por lo tanto en base al analisis de todos las variables de
estudio (rendimiento, antocianinas, indice de degradacion y color) estos fueron los
tratamientos que tienen las mejores caracteristicas y con los que se va a

continuar con los siguientes parametros de la investigacion.
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Tabla 15.Parametros de color de los extractos de granosontas, preparados con los
tratamientos seleccionados

Tratamientos | Angulo (H) | Cromaticidad ( C) a* b* L*

T1 356,108 1,412 1,373 -0,330 25,70

T2 346,489 7,761 7,743 -0,527 26,790

Granos T3 348,559 1,349 1,327 -0,243 25,43
T4 350,902 2,723 2,617 -0,750 23,066

T1 256,446 1,172 -0,273 -1,140 23,620

T2 246,852 0,559 -0,220 -0,5183 23,353

Corontas T3 265,387 3,492 2,073 -0,910 23,450
T4 372,758 0,913 3,407 0,760  23,4R7

El espacio de color CIELAB

L=1040 Es un espacio tridimensional
; can tres Planos o ejes

Plamo [_||_'
Lurminosidad

Amanitlo - Azul
[b*)

Figura 11. Coordenadas del color segun el sistema CIE[#Bbc de los sistemas, 2010)

3.2 CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DEL EXTRACTO
COLORANTE SOLIDO

El analisis quimico que se presenta en la Tabla 16 muestra que el componente
predominante del extracto solido de los granos y las corontas son los compuestos
fendlicos, dentro de los cuales se encuentran las antocianinas las mismas que
son las que aportan la mayor parte de pigmentos rojos, azules y parpuras (Zeiger
et al., 2006).
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Tabla 16.Composicién quimica del extracto colorante sélidovpniente de los granos y
de las corontas analizada en base seca

Valores
Componentes
Granos Corontas

Antocianinas (mg de cianidinafBglucosido)/g muestra 139+1 22,68 £ 1,05
Taninos n.d n.d
Nitratos (mg/100 g de muestra) 0,004 £ 0,001 0;009D01
Acido oxalico (%) 1,3+t 0.1 0,10 £0.01
Compuestos fendlicos mg GAE/g de muestra 193,8+1 277,34 +0.57

n.d. = no detectable

En el extracto colorante de las corontas se registr6 mayor contenido de
compuestos fendlicos (277,34 mg GAE/100 g de muestra) y antocianinas (22,68
mg de cianidina 3-f glucosido/g de muestra), mientras que el extracto del grano
presentd 193,85 mg GAE/g muestra y 13,92 mg de cianidina 3-f glucésido/g de

muestra.

Estos valores se correlacionaron con el andlisis de color mostrado anteriormente
el cual nos mostraba que el extracto de las corontas tiene un menor valor del
angulo Hue es decir un color parpura mas oscuro lo que se presume se debe al
elevando contenido de antocianinas de este extracto, resultado que concuerda

con el obtenido por Bolivar (2003).

Estos resultados son importantes ya que las corontas, actualmente son
consideradas como desechos sélidos, pueden llegar a tener un interés econémico
como fuente potencial de antocianinas, compuestos que ademas de su papel
funcional como colorantes, son agentes potenciales en la obtencion de productos
con valor agregado para el consumo humano, debido a que se presume ayuda a
prevenir enfermedades coronarias, cancer, diabetes, (Bolivar, 2003).

Se realizaron pruebas preliminares de los extractos de los granos y de las
corontas, con los cuales se descartdo la presencia de taninos, compuestos

fendlicos muy astringentes y de gusto amargo.
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En los extractos del grano se determind una mayor concentracion de acido oxalico
(1,31 g/100 g) que la reportada para la acelga (700 mg/100 g) y la espinaca (600
mg/100 g), plantas que contienen las mayores cantidades de acido oxalico dentro
del grupo de los vegetales, es decir que tiene un concentracion bastante elevada
de &cido oxalico lo que es una desventaja ya que este compuesto es el causante
de calculos renales (Casalderrey, 2004).

En contraste al extracto del grano, en el de las corontas, se detectd una menor
concentracion de acido oxalico (0,108 g/100 g), esta diferencia puede atribuirse al
mecanismo de regulacion de los niveles de calcio, establecidos por la planta

(Jauregui y Moreno, 2004).

Este compuesto ha sido observado en la mayoria de tejidos vegetales y puede
representar mas del 85 % del peso seco de algunas especies Es considerado
toxico, ya que puede provocar la quelacion del calcio, ocasionando dafios renales
tanto en humanos como animales (Jauregui y Moreno, 2004). En algunos casos,
cerca del 90 % del calcio total en la planta puede encontrarse secuestrado en
forma de cristales de oxalato de calcio.

También se evalud la presencia de nitratos en los extractos, estos compuestos
pueden tener su origen en la fertilizacion masiva de la planta con compuestos
inorganicos, se reducen a nitritos y producen graves problemas toxicolégicos
como la metahemoglobinemina (Maroto, 1990; Hill, 1991). En los extractos del
grano y de las corontas se detectaron niveles de nitratos (0,004 y 0,009 mg/100 g)
inferiores al valor maximo permisible para productos vegetales (200 mg/100 g de
producto comestible) (Valle y Lucas, 2000)

Adicionalmente se realizé la caracterizacion fisica del colorante sélido de los
granos y de las corontas cuyos resultados estan expresados en la Tabla 17.

La humectabilidad, dispersabilidad y solubilidad son propiedades que estan
relacionadas con la micro estructura de las muestras ya que al humectarse,
dispersarse y solubilizarse mas rapidamente significa que los aglomerados tienen

mayor superficie libre y por tanto poros mas grandes que van a permitir un mejor
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contacto del agua con la superficie de las particulas y mejores propiedades de
hidratacion (Congreso iberoamericano de ingenieria en alimentos, 2007).

Tabla 17.Caracterizacion fisica del colorante de los grands las corontas

Aw 0,530
Humectabilidad (s) 145
IAA 0,350
Granos
ISA 0,281
pH 0,494
Dispersabilidad (%) 95,92
Aw 0,440
Humectabilidad (s) 129
IAA 0,420
Corontas

ISA 0,290
pH 0,584
Dispersabilidad (%) 96,72

El colorante de las corontas presentd un menor tiempo de humectabilidad (129 s),
mayor indice de solubilidad (0,290) y la dispersabilidad de (96,72%), los que nos
indica que el extracto de las corontas tiene mejores propiedades de hidratacion
gue el de los granos, estas caracteristicas indica que el extracto es muy soluble lo

que es positivo el momento de utilizar este extracto como de aditivo alimenticio.

3.3 ESTABILIDAD DEL EXTRACTO COLORANTE, A DIFERENTE S
CONDICIONES DE PROCESO Y ALMACENAMIENTO

3.3.1 EVALUACION DE LA ESTABILIDAD EN EL PROCESO DE EXTRACCION

La estabilidad del extracto liquido, se evalu6 a diferentes condiciones de pH (2, 4,
6, 8) y temperatura (10, 30, 50, 70, 90 °C).
El extracto colorante de los granos, presentdé mayor estabilidad (menor indice de

degradacion del color) a valores de pH 4 y 6 como se observa en la Figura 12,
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mientras que el extracto obtenido a partir de las corontas fue mas estable a
pH 2y 6.

25
:g 20
&
©
a 15
[}
o) \
g 10 —4— Granos
% —- tusas
£ 5

0

0 2 4 6 8 10
pH

Figura 12. Efecto del pH en el indice de degradacion del coleidos extractos obtenidos
a partir de los granos y corontas del maiz negro

Este resultado tiene relacion con el contenido de antocianinas; compuestos que
se encuentran en mayor proporcion en el extracto de las corontas y experimentan
un incremento en el indice de degradacion del color, especialmente a pH 4. Al
respecto, Brouillard, (1982), sefiala que a valores de pH débilmente &cidos,
neutros y basicos, el carbinol y las formas de base quinoidal dominan al cati6n
flavilium, asi que el color se destifie, cambia de rojo a azul o negro. En medios
fuertemente acidos las antocianinas se encuentran presentes predominantemente

en su forma roja coloreada como cationes flavilium.

Con respecto a la temperatura, el indice de degradacion del color (In D) de los
extractos del grano y las corontas, mostré6 un comportamiento similar entre ellos,
tendiendo a incrementarse el In D a temperaturas superiores a los 30 °C hasta un

valor de 12 para el extracto de las corontas a 70 °C y un valor de 10 para el
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extracto del grano, como se observa en la Figura 13, ademas no indica que el
extracto colorante de los granos, presentd mayor estabilidad a 10 °C y 30 °C,
mientras que el extracto obtenido a partir de las corontas fue mas estable a 10 °C
y 50 °C.

Al respecto Garzon, (2008), sefiala que a medida que aumenta la temperatura, se
produce una pérdida del azucar en la posicion 3 de la molécula de antocianina y
la apertura de anillo con la consecuente produccion de chalconas incoloras,

degradando el color.
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Figura 13 Efecto de la temperatura en el indice de degradatgbcolor, de los extractos
obtenidos a partir del grano y las corontas dekmagro

Con los resultados preliminares obtenidos de las temperaturas y los valores de pH
a los que los extractos de los granos y de las corontas presentaron mayor
estabilidad se a realizé el analisis estadistico del cual se obtuvo los siguientes
resultados.

El andlisis de varianza para el indice de degradacion del color en el extracto del

grano, muestra un efecto significativo de la interaccion pH * Temperatura de
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extraccion indicado en la Tabla 18. Esto nos indica que si sometemos al extracto
de los granos a las temperaturas o a los valores de pH previamente
determinados, los mismos no afectan de forma significativa en cuanto al nivel de

degradacion de colorante.

Tabla 18. Analisis de varianza para el indice de degradadébrolor en el extracto del
grano de maiz negro

Fuente de | Sumade | Grados de | Cuadrado -

Variacion | cuadrados| libertad medio Fo F(95%) | - Probabilidad
pH 0,100 1 0,096 1,889 5,987 0,218
Temperaturg 0,030 1 0,028 0,552 5,987 0,486
Repeticion 0,290 2 0,147 2,879 5,148 0,133
pH*T 5,140 1 5,139 100,782 5,987 5,66E-05
Error 0,310 6 0,051
Total 5,860 11

Coeficiente de variacion: 3,05

Tabla 19.Prueba de Tukey para el indice de degradacionottai del extracto del grano,
en la interaccion pH vs Temperatura.

_ Factores _
Tratamientos Promedio Rangos
pH T
2 1 2 6,60 a
3 2 1 6,88 a
1 1 1 8,01 b
4 2 2 8,09 b

pH1=4ypH2=6;T1=10°Cy T2=30°C

Con la prueba de Tukey al 5 %, existe un menor indice de degradaciéon del color
de los extractos que fueron sometido a los tratamientos T2 y T3 los cuales se

ubicaron en el primer rango estadistico (a), como se muestra en la Tabla 19.

Con estos resultados se puede ver que los valores de pH ligeramente acidos y
temperaturas del solvente entre 10 °C a 30 °C, ayudan a preservar mejor el color

del extracto del grano.
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El analisis de varianza que se presenta en la Tabla 20, muestra un efecto
significativo del pH y la temperatura en el indice de degradacion del color del

extracto de las corontas.

Tabla 20.Analisis de varianza para el indice de degradad#bolor en el extracto de las
corontas del maiz negro

Fuente de | Sumade | Grados de | Cuadrado -

Variacion | cuadrados | libertad medio PO F95% | Probabilidad
pH 15,690 1 15,689 60,267 5,987 0,00**
Temperatura 3,540 1 3,544 13,612 5,987 0,01**
Repeticion 0,070 2 0,036 0,134 5,143 0,87
pH*T 0,230 1 0,227 0,873 5,987 0,38
Error 1,560 6 0,260
Total 21,090 11

**Altamente significativo

Coeficiente de variacion: 6,11

Con la prueba de Tukey al 5% que se puede observar en la Tabla 21, se precisé
que en el extracto de las corontas, al igual que en el de los granos, todos los
tratamientos tienen el mismo efecto sobre el indice de degradacion, es decir que
todos le afectan de la misma manera, por esta razén todos los tratamientos se

ubicaron en el primer rango estadistico (a).

Estos resultados concuerdan con la recomendacion realizada por Linden y Lorient
1994, respecto utilizar colorantes con antocianinas en la zona del pH entre 3,5 a
6,0 para lograr colores que van desde el rojo violaceo hasta el rojo cereza.

En la Tabla 22 se puede observar que en los tratamientos de los granos y de las
corontas el efecto de los diferentes pHs y las temperaturas es similar en la

variacion de color.
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Tabla 21.Prueba de Tukey para el indice de degradacionottai del extracto de las
corontas, en la interaccion pH vs Temperatura

_ Factores _ Rango
Tratamiento Promedio )
pH T estadistico
3 2 1 6,800 a
4 2 2 7,610 a
1 1 1 8,810 a
2 1 2 10,170 a

pH1=2ypH2=6;T1= 10°C y T2=50°C

Tabla 22.Variacion del color de los extractos de los grantas corontas en base a la
interaccion pH vs Temperatura

Tratamiento | pH | T AE* (Granos) AE* (Corontas)
1 1 2 0,219 0,179
2 2 1 0,203 0,118
3 1 1 0,216 0,219
4 2 2 0,194 0,22

Se puede observar que los valores obtenidos en la variacion de color de los
extractos de los granos y de las corontas son bajos, lo que se debe a que las

antocianinas son estables a los rangos de pH y temperatura analizados.

3.3.2 EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DEL EXTRACTO CO LORANTE
SOLIDO Y LIQUIDO, A DIFERENTES CONDICIONES DE
ALMACENAMIENTO

En la Figura 14 se muestra un barrido entre 400 y 650 nm en el que se puede
observar que el extracto colorante del maiz negro tiene un méximo de absorcion
de 515 nm lo que se presume que el mismo contiene antocianinas lo que
concuerda con Wrolstad, 2004, que indica que las antocianinas tienen una banda

de absorcion entre 490 y 550 nm de region de espectro visible.
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Segun Vasco et al., 2009, las antocianinas del tipo de las cianidinas tienen un
rango maximo de absorcion de 516 a 520nm, lo que nos permite decir que las
antocianinas mayoritarias en el extracto colorante del maiz negro son las

cianidinas, posiblemente la cianidina3- glucésido, lo que concuerda con Aoki et

al., 2002.
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Figura 14. Rastreo de la longitud de onda maxima de absodgbextracto colorante del
maiz negro

3.3.2.1 Estabilidad del extracto en estado liquido

Las pruebas de estabilidad se realizaron al pH natural del extracto, tanto de los
granos (pH 5,27) como de las corontas (pH 5,30), se trabajo a estos valores de
pH ya que con este estudio se desea conocer el tiempo de duracion del extracto
sin ninguna modificacién en su compaosicion.

A los 4 dias de almacenamiento, los extractos liquidos envasados en frascos color
ambar y almacenados bajo condiciones ambientales (65 % de Humedad Relativa,
17 °C), presentaron crecimiento de hongos, lo que modificé sustancialmente el

color, la apariencia y la calidad microbiologica de los extractos.
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Debido a esto se decidio la inclusién de sorbato de potasio al 0,02 %, un agente
fungistatico que inhibe la accion de determinados microorganismos como hongos
y levaduras (Cubero et al., 2002).

El extracto liquido de los granos asi preparado, envasado en frasco de polietileno
color &mbar y en atmésfera modificada con nitrégeno inerte (10 kg/cm?, 1 min.)
presentd una caida subita del indice de tonalidad a 0,09 y un aumento del indice
de degradacion del color de 11 a los dos dias de, manteniendo estos valores
hasta los 30 dias, cuando se detectdé un nuevo decrecimiento del indice de
tonalidad hasta un valor de 0,05 y un incremento del indice de degradacion hasta

un valor de 13.

Un comportamiento similar mostraron los extractos liquidos expuestos en forma

permanente a la luz y al oxigeno del aire, como se puede ver en la Figura 15.
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Figura 15. indice de tonalidad del extracto liquido de losygsasometido a diferentes
condiciones de almacenamiento

En la Figura 16 se observa que el tratamiento que experimentd una menor

disminucién del indice de tonalidad e incremento del indice de degradacion del

color fue el extracto liquido de los granos, almacenado en la oscuridad, resultado

que contradice la afirmacion de Linden y Lorient, 1996, respecto a que los

extractos colorantes ricos en antocianinas son insensibles a la luz y al calor.
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En este estudio se observo un mayor efecto de la luz, antes que del oxigeno, en
la tonalidad y la degradacion del color.
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Figura 16. indice de degradacién del extracto liquido de l@®gs sometido a diferentes
condiciones de almacenamiento

La Figura 17, muestra que los extractos liquidos de las corontas, son mas
estables que los extractos del grano; los primeros sufrieron una ligera disminucién
del indice de tonalidad del color en los 6 dias de almacenamiento, manteniéndose
estos valores (0,14 - 0,17) hasta los 30 dias, cuando se inici0 una notable

disminucion hasta un valor de 0,05.

Entre los tratamientos evaluados, el almacenado en la obscuridad, preservé mejor
el indice de tonalidad del color, mostrando una disminucién del 12 % a los dos

dias de almacenamiento.

Esta disminucion del indice de tonalidad fue minima en comparacién con la
pérdida del color experimentada por el extracto liquido del grano (62,5 %), en el

mismo periodo y condiciones de almacenamiento.
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Figura 17.indice de tonalidad del extracto liquido de la®aoteis sometido a diferentes
condiciones de almacenamiento

El indice de degradacion del color del extracto liquido de las corontas,
experimentd un aumento del 20 %, con respecto al extracto inicial (tiempo 0) en
los primeros 6 dias de almacenamiento, manteniéndose este valor hasta los 30
dias, cuando se inicia un incremento gradual hasta un valor de 20, en el caso del

extracto envasado con nitrdgeno, lo que se puede observar en la Figura 18.

En general el extracto liquido de las corontas es mas estable que el extracto del
grano, lo que hace suponer que en el proceso de extraccion del colorante,
algunos nutrientes del grano, migran hacia la fase liquida, aumentando la

susceptibilidad de estos extractos al deterioro.

Otro factor que puede influir en la estabilidad de los extractos, es el contenido de
antocianinas porque las antocianinas pueden formar enlaces entre ellas y de esta
manera aumenta su estabilidad (Fennema, 2000), las mismas que se encuentran

en mayor proporcion en los extractos de las corontas.
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Figura 18.indice de degradacion del extracto liquido de tasmtas sometido a diferentes
condiciones de almacenamiento

El andlisis estadistico de los resultados expuestos, consta en la Tabla 23, en la

gue se observa un efecto significativo de los tratamientos aplicados y el tiempo de

almacenamiento en el indice de degradacion del color del extracto liquido del

grano, a diferentes condiciones de almacenamiento.

Tabla 23. Andlisis de varianza para el indice de degradadébmextracto liquido del grano
a diferentes condiciones de almacenamiento

Fuente de| Sumade | Grados de | Cuadrado N
o ) , FO F 95% | Probabilidad
Variacion cuadrados libertad medio
Tratamienta 96,960 3 32,321 17,479 2,712 0,000**
Dias 977,850 7 139,693 75,544 2,119 0,000*t¢
Error 157,180 85 1,849
Total 1231,990 95

**Altamente significativo

Coeficiente de Variacion: 13.92
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Tabla 24.Prueba de Tukey al 5% para el indice de degradaeibextracto liquido del
grano a diferentes condiciones de almacenamiento

Tratamiento Promedio Rango estadistico
T2 8,15 a
T3 9,95 a b
Tl 10,05 b
T4 10,92 b

Tabla 25. Analisis de varianza para el indice de degradad#bextracto liquido de las
corontas a diferentes condiciones de almacenamiento

Fuente de| Sumade | Grados de | Cuadrado
o _ _ FO F 95% | Probabilidad
Variacion | cuadrados libertad medio
Tratamientg 23,510 3 7,835 6,831 2,712 0,000**
Dias 1267,930 7 181,132 157,911 2,119 0,000*¢
Error 97,500 85 1,147
Total 1388,930 95

**Altamente significativo

Coeficiente de Variacion: 12,92

En base a la prueba de Tukey al 5 % presente en la Tabla 24, se identificd que el
tratamiento 2 (extracto almacenado en la oscuridad), presenta un menor indice de
degradacion del color, con un valor de 8,15 demostrando que el extracto colorante

es fotosensible.

Para el extracto colorante de las corontas, en la Tabla 25 se encontré efecto

significativo de los tratamientos realizados y del tiempo de almacenamiento.

En la Tabla 26 se determiné un menor indice de degradacion de color (7,62) con

el tratamiento 2, almacenando el extracto en la oscuridad.
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Tabla 26.Prueba de Tukey al 5% para el indice de degradaeibextracto liquido de las
corontas a diferentes condiciones de almacenamiento

Tratamiento Promedio es?;;ggco
T2 7,62 a
T3 8,08 a b
T1 8,5 a b
T4 8,95 b

Del analisis de las Tablas 23 y 25 podemos determinar que el tiempo de
almacenamiento el es un factor determinante en la estabilidad de los extractos ya
que en todos los tratamientos realizados la degradacion del color aumenta con el

paso de los dias en mayor o0 menor proporcion.

3.3.2.2 Estabilidad del extracto en estado sélido

La estabilidad del extracto solido, bajo diferentes condiciones de almacenamiento

fue evaluada por un periodo de 60 dias.

En la Figura 19, se ilustra la variacion del indice de tonalidad del extracto solido
del grano, con el tiempo de almacenamiento. Se observa una disminucioén gradual
del indice de tonalidad hasta los 15 dias de almacenamiento, manteniéndose
estable a partir de este tiempo hasta los 60 dias. En este caso, la exclusion de la
luz y la modificacion de la atmosfera dentro del envase, no tuvieron efecto en la
preservacion de la tonalidad del extracto, que se vio afectado con todos los
tratamientos aplicados, disminuyendo hasta un valor de 0,08.
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Figura 19. Variacion del indice de tonalidad del color, eextacto sélido del grano, con
el tiempo de almacenamiento

Igualmente el indice de degradacion del color se incrementd hasta un valor de 12,
durante 15 dias de almacenamiento, tendiendo a mantenerse a partir de este

tiempo, lo que se puede ver en la Figura 20.
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Figura 20. Variacion del indice de degradacion del color eexédacto solido del grano,
con el tiempo de almacenamiento
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Para determinar si los resultados expuestos son estadisticamente significativos,
se realizd el andlisis de varianza de los mismos, presentado en la Tabla 27,
determinandose un efecto representativo de la condicion y el tiempo de

almacenamiento en el indice de degradacion del color.

Tabla 27 Analisis de varianza para el indice de degradadécolor en ekxtracto solido
del grano, a diferentes condiciones y tiempos aaeénamiento

Fuente de Sumade | Grados de | Cuadrado -
o ) _ FO F95%/| Probabilidad
Variacion cuadrados | libertad medio
Tratamiento 18,660 3 6,220 9,252 2,112 0,000**
Dias 234,250 7 33,464 49,776 2,219 0,000**
Error 57,150 85 0,672
Total 310,060 95

** Altamente significativo

Coeficiente de Variacion: 9.28

En el analisis de Tukey al 5% mostrado en la Tabla 28 se puede observar que el
T3 (Expuesto al O,) y el T4 (Sellado al vacio) son iguales y tienen un menor
efecto de sobre la degradacion del extractos, lo que nos indica que la presencia o
ausencia del oxigeno no afecta en la estabilidad del extracto soélido.

Tabla 28.Prueba de Tukey al 5 % para el indice de degradaebcolor en el extracto
sélido del grano, a diferentes condiciones de atmamiento

Tratamiento | Promedio Rango Estadistico
T3 8,28 a
T4 8,51 a b
T1 9,23 b
T2 9,30 c

Estos puede ser debido al estado fisico (s6lido) en el que se encuentra el extracto

impidiendo asi el ingreso del oxigeno al interior de las particulas, a diferencia del
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extracto liquido donde en el medio acuoso en el que esta disuelto el mismo ya

existen moléculas de O..

Similar a lo que ocurre con el extracto del grano como indica la Figura 21, el
indice de tonalidad de las corontas disminuye gradualmente hasta los 15 dias de

almacenamiento, con un comportamiento inusual a partir de este tiempo.

El extracto almacenado en la oscuridad experimenté una mayor disminucion del
indice de tonalidad, lo que hace suponer la influencia de otros factores como la
actividad de agua y la concentracion del colorante, en su estabilidad, ya que
segun Sing, 1997 las antocianinas son inestables al ser expuestas a la luz sea

esta visible o ultravioleta.

Al respecto Garzén, 2008, sefiala que un incremento en la actividad de agua del

medio causa degradacion de las antocianinas y del color.
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Figura 21. Variacion del indice de tonalidad del color enxtacto sélido de las corontas,
a diferentes condiciones y tiempo de almacenamiento

En la Figura 22 se indica como en el extracto sélido de los granos, el indice de

degradacion del color se incremento hasta los 15 dias de almacenamiento, con un
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comportamiento irregular a partir de este tiempo. El extracto sellado al vacio,

mostré un menor indice de degradacién del color.
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Figura 22. Variacion del indice de degradacién del color eexélacto solido de las
corontas, a diferentes condiciones y tiempo de @mamiento
El andlisis de varianza indicado en la Tabla 29, mostré influencia significativa de
las condiciones y el tiempo de almacenamiento en el indice de tonalidad del color

del extracto solido proveniente de las corontas.

Tabla 29.Analisis de varianza para el indice de tonaliddatdi®r en el extracto sélido de
las corontas, a diferentes condiciones y tiempalii@acenamiento

Fuente de Suma de | Grados de| Cuadrado -
o ) _ FO F95% | Probabilidad
Variacion cuadrados | libertad medio
Tratamiento 35,480 3 11,827 17,897 2,712 0,000*F
Dias 87,260 7 12,466 18,863 2,119 0,000*%
Error 56,170 85 0,661
Total 178,910 95

** Altamente significativo

Coeficiente de Variacion: 10,89



69

Con la prueba de Tukey al 5 % presentada en la Tabla 30, se determind que los
extractos sellados al vacio (tratamiento 4) y expuestos a la luz (tratamiento 1),
sufrieron una menor degradacion del color ubicandose en el rango estadistico “a”.
En este caso la luz, no afectar a la estabilidad del extracto colorante esto puede
deberse a que los extractos fueron envasados en frascos de color ambar los
mismo que protegieron al extracto del la luz disminuyendo la degradacion del
mismo durante el almacenamiento. Adicionalmente, la eliminacion del aire del
interior del envase antes de su cierre, a preservar el extracto, disminuyendo su

susceptibilidad a la oxidacién.

Tabla 30.Prueba de Tukey para el indice de degradaciorxttaloto colorante sélido de
las corontas, a diferentes condiciones de almadensmm

Tratamiento Promedio Rango Estadistico
T4 6,74 a
T1 7,00 a
T3 7,94 b
T2 8,18 b

De los ensayos de estabilidad, se determind que los extractos colorantes del maiz
negro son inestables y presentan reacciones de degradacion en el proceso y

almacenamiento de los mismos.

El extracto sélido es mas estable que el liquido, atribuyéndose en parte este
resultado a su baja actividad de agua con un valor de 0,53 para los granos y 0,44
para las corontas (valores obtenidos de manera experimental), condicion que
confiere mayor estabilidad a los pigmentos, frente a la accion de agentes fisicos

desencadenantes de la degradacion, como el oxigeno, la luz, etc.

En las Tablas 31 y 32 se puede observar la variacion de las coordenada
colorimétricas expresadas como AE* determinandose un menor valor en el
tratamiento T1 para el caso de los granos y T3 para las, datos que concuerdan
con los resultados de estabilidad previamente presentados con lo que se puede

confirmar los tratamientos antes seleccionados.



70

Tabla 31.Variacion de color de los extractos sélidos y kipsi de los granos, a diferentes
condiciones de almacenamiento

_ AE*
Tratamiento =<0 Liquido
T1 0,105 0,120
T2 0.273 0,284
T3 0,163 0.155
T4 0171 0.155

Tabla 32 Variacion de color de los extractos sélidos viligs de las corontas, a
diferentes condiciones de almacenamiento

Tratamiento AET
Sdlido Liquido
T1 0,214 0,196
T2 0,242 0,237
T3 0,149 0,138
T4 0,235 0,240

3.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTED EL
EXTRACTO COLORANTE

La determinacion de las propiedades antioxidantes de los extractos, se baso en la
medicién del poder reductor expresado como concentracion inhibitoria media
(ICs0), definida como la concentracion de la muestra que causa una disminucion

del 50 % en la concentracion inicial del oxidante (Huang, 2005)

Para el extracto de los granos, se determind una concentracién inhibitoria media
(ICs0) igual a 0,387 mg/mL, mientras que el extracto de las corontas presento una
mayor actividad antioxidante, con un valor ICsy igual a 0,361 mg/mL, teniendo
presente que un menor valor ICsy, significa una mayor actividad antioxidante y
viceversa. Resultado que podria correlacionarse con la mayor concentracion de

antocianinas en el extracto de las corontas 22,683 mg/g de cianidina 3-p
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glucésido con relacion al contenido de antocianinas del extracto de los granos
13,916 mg/g de cianidina 3-8 glucésido.

Sin embargo al realizar el analisis estadistico t de student el resultado es 0,41 lo
gue quiere decir que el poder antioxidante de los granos y de las tusas es igual,
esto nos indica que aunque el extracto de las tusas tiene mayor contenido de
antocianinas la calidad de las antocianinas de los granos es mucho mejor lo que
se refleja en el poder antioxidante que es igual para los dos extracto aunque la

cantidad de antocianinas es diferente.

Paralelamente a esto se envié una muestra del extracto de los granos a la
Universidad de Costa Rica para analizar el poder antioxidante el resultado fue
1 596,90 (umol de Trolox equivalente/g de muestra), valor que es superior al
obtenido por varias frutas nacionales que obtuvieron valores entre 32,14 y 866,42

(umol de Trolox equivalente/g de muestra).

3.5 ESTIMACION DEL COSTO DE EXTRACCION

Para establecer la capacidad de la planta se parte de los siguientes supuestos: se
trabajara 22 dias al mes, 8 horas diarias que equivale a 264 dias al afio, para lo
cual se requeriran 100 x 10° kg de corontas al afio, de esta forma se podran

procesar 378 kg diarios de corontas.

El costo de produccion se hara con base en el proceso 6ptimo encontrado de este
estudio segun el cual se tiene un rendimiento de 24,18 kg de extracto colorante

por cada 378 kg de de corotas diario.

3.5.1 INVERSION

En la Tabla 33 se puede ver que la inversién calculada para poner en marcha la

planta piloto es de 287 285,00 USD. La inversion fija son aquellos recursos
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tangibles (terreno, muebles, maquinarias y equipos, etc.) y no tangibles (gastos de
constitucién, etc.) y el valor fue de 145 874,00 USD que corresponde al 50 % del
total de la inversion. El capital de operacion son aquellos recurso que permiten
que la planta pueda iniciar sus actividades, entre lo que tenemos materia prima,
mano de obra, insumos, etc. y el valor fue de 141 411,00 USD que correspondio
al 49 % del total de inversion.

Para iniciar las actividades de produccion se necesitd un financiamiento de
114 914,00 USD que corresponde al 40 % del total de inversion.

Tabla 33.Detalle de la inversion inicial calculada en lanpéapiloto

Concepto Valor (USD) | Porcentaje%
Inversion fija 145 874,00 50,78
Capital de operaciones 141 411,00 49,22
Inversion total 287 285,00 100,00
Capital propio 172 371,00 60,00
Financiamiento 114 914,00 40,00

3.5.2 COSTO UNITARIO DEL PRODUCTO

Tabla 34.Costos unitarios de la planta piloto

Concepto Total (USD)
Costo de produccion 118 255,35
Costos de ventas 2 060,00
Gastos de administracion y generales 1 715,17
Gastos de financiamiento 11 732,73
TOTAL 133 763,24
Unidades producidas afio 65 280,00

Costo Unitario (Dolares) 1,05




73

El costo unitario del colorante sin ganancias sera de 1,05 USD, donde solo se
cubriria los gastos de produccién, ventas, administrativas y financieras como se

muestra en la Tabla 34.

3.5.3 VENTAS NETAS

Si se vende los 127 670,00 envases de 50 g de colorante de corontas de maiz
negro a un precio de USD 2,50 cada unidad se obtendréa USD 319 175,00 de
ventas netas como se presenta en la Tabla 35, si a esto se afiade un margen del
20 % de utilidades repartidas entre los comercializadores, mayoristas Yy

minoristas, el producto llegaria al consumidor a un precio de USD 3,00.

Tabla 35.Ventas netas anuales de la planta piloto

_ Valor Unitario Valor Total
Concepto Cantidad
(USD) (USD)
Colorante de maiz negro (50gr) | 127 670 2,50 319 175,00
TOTAL 319 175,00

Este precio es competitivo en el mercado al comparar con los precios de los
productos similares. Por ejemplo, el precio de 50 g colorante natural “carmin”
producida por “AROMCOLOR” es de USD 5,50.

3.5.4 ESTADO DE PERDIDAS Y GANANCIAS

En el afio hubo una utilidad neta del periodo antes del impuesto sobre las
utilidades de 127 830,00 como es muestra en la Tabla 36.

La utilidad es simplemente el valor resultante después de restar a los ingresos
todos los egresos.
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Tabla 36.Estado de pérdidas y ganancias de la planta piloto

Concepto Valor (USD) Porcentaje (%)

Ventas netas 319 175,0( 100,00
Costo de produccion 118 255,35 37,05

Utilidad bruta en ventas 200 919,65 62,95
Gastos de ventas 2 060,00 0,65

Utilidad neta en ventas 198 859,65 62,30
Gastos de administracion y generales 36 738,50 11,51

Utilidad neta en operaciones 162 121,15 50,79
Gastos de financiamiento 11 73273 3,68
Reparto de utilidades a trabajadores (15%) 22 558,2 7,07
Utilidad neta del periodo antes del impuestp
sobre las utilidades 127 830,16 40,05

3.5.5 PUNTO DE EQUILIBRIO

Se encontré que los costos fijos para la produccion establecida, tuvieron un valor
de USD 91 907,00 y el costo variable de USD 76 879,00 como se indica en la
Tabla 37.

El punto de equilibrio es donde no genera ni ganancias, ni pérdidas; es decir,
cuando se trabaje sobre el 38 % de la capacidad de la planta, es donde se
obtendra ganancias, observar la Figura 23. La cantidad de unidades de producto
(envases de 50 g de colorante) necesaria para alcanzar al punto de equilibrio es

de 240 envases de colorante de corontas de maiz negro diarios.



Tabla 37.Punto de equilibrio de la planta piloto

Concepto Costos Fijos Costos Variables
(USD) Totales (USD)
Materiales directos 62 767,00
Mano de obra directa 14 112,00
Mano de obra indirecta 4 704,00
Materiales indirectos 488,52
Depreciacion 12 735,95
Suministros 18 564,80
Reparaciones y mantenimiento 2 451,964
Seguros 1 225,99
Imprevistos 1 205,14
Gastos de ventas 2 060,00
Gastos administracion, generales 36 738,5(
Gastos financieros 11 732,73
TOTAL 91 907,58 76 879,00
Punto de Equilibrio (%) 37,93
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4 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

» Las antocianinas son hidrosolubles, sin embargo también se les puede extraer
con solvente polares como el etanol, pero en este caso el rendimiento es
menor en relacién al obtenido en un solvente acuoso.

 El colorante de maiz negro obtenido de las corontas presenta mejor
rendimiento y mayor estabilidad, asi como también mejores caracteristica
guimicas y fisicas con relacion al extracto colorante obtenido de los granos.

« Las condiciones adecuadas de extraccién para la obtencion del extracto de
colorante de los granos son: medio acuoso, con un tiempo de contacto
solvente/granos de 120 min (2 horas) a 40 °C; y para el extracto obtenido de
las corontas de maiz negro son: medio acuoso, con un tiempo de contacto
solvente/corontas de 120 minutos (2 horas) y a una temperatura de 50 °C

* En esta investigacion se obtuvo un extracto colorante no purificado con 22,68
% de antocianinas, 0,009 % de nitratos valores que se enmarcan dentro de los
niveles permitidos y 0,108 % de acido oxalico, determindndose asi que el es
apto para el consumo humano.

e Las antocianinas, al igual que otros pigmentos de origen natural, son sensibles
a la temperatura y el pH. Se determino que el extracto colorante de las
antocianinas del maiz negro permanece estable a rangos de pH 2-6, y a
temperatura de 10 °C — 50 °C.

 La manera mas adecuada de presentar el extracto de forma comercial es en
estado sdlido, debido presenta el menor indice de degradacion.

» El tiempo de vida util del extracto sélido de las corontas de maiz negro es de
60 dias, si se almacena sellado al vacio en envases de color &mbar y en un
lugar fresco y seco, a diferencia del extracto liquido, que debido a su elevada
actividad de agua se degrada en 30 dias.

» El costo de obtencion del extracto colorante del las corontas de maiz negro es

de USD 1,05 por cada 50 g, con un precio de venta de USD 2,50, lo que
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permite tener un margen de utilidad del 40 % valorizandose de este modo las

corontas que se tienen como producto secundario.

4.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda estudiar la extraccion del colorante y la estabilidad en el
almacenamiento a diferentes valores de pH.

Evaluar el contenido de antocianinas en cada etapa del proceso de extraccion
y de almacenamiento del extracto para determinar que % de antocianinas
tiene el extracto al ser comercializado.

No se recomienda la utilizaciéon del grano como fuente de colorante debido al
bajo rendimiento obtenido y para aprovechar las bondades que este presenta
se lo debe consumir como grano entero

Probar la estabilidad del extracto colorantes antocianinas en el
almacenamiento a las condiciones de pH en las cuales las antocianinas son
mas estables.

Se recomienda probar otra manera de eliminar el agua del extracto con por

ejemplo es secado por aspersion ya que la liofilizacion tiene un alto costo.
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ANEXOS

ANEXO 1. DESCRIPCION DE METODOS

A 1.1. Determinacion del contenido de antocianinas
(Giusti y Wrolstad, 2001)

a. Equipos y Materiales

- Bafio Maria

- Planchas sumergible de agitacion magnética
- Centrifuga

- Termometro digital

- Espectrofotometro

- Cronometro

- Pipetas de 10 mL

- Balones de 25 mL

- Frascos Erlenmeyer de 250 mL

- Agitadores magnéticos

b. Reactivos

- Metanol acidificado (1 % HCI)

c. Procedimiento

88

en el extracto colorante

- Se coloca 1 mL de colorante en un erlenmeyer de 250 mL, se afiade 10 mL de

metanol acidificado y se agita por 30 min a 45 °C en obscuridad.

- Se enfria a 4 °C y se centrifuga a 4 040,17g por 15 min y se recoge el

sobrenadante.

- Al residuo se le afiade 10 mL de metanol acidificado y se agita por 30 min a

45 °C en obscuridad.

- Se enfria a 4°C y se centrifuga a 4 040,179 por 15 min.

- Al segundo sobrenadante se diluye hasta 25 mL con agua destilada y se lee a

530 nm.
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d. Célculos

Segun la ecuacion:

Contenido de antocianinas (% peso seco) =A*x MW x FD W
[1]

Donde:

A = a Absorbancia

MW = Peso molecular de la cianidina-3- 8-glucésido (g/mol)

FD = Factor de dilucion

€ = Absortividad molar

W = Peso de la muestra (g/mol)
A 1.2. indice de degradacion y tonalidad del color (Jiménez y Gutiérrez, 2001)

a. Equipo y Materiales

- Balanza OHAUS de capacidad hasta 210 g
- Espectrofotdmetro SPECTRONIC 20-D

- Espatula

- Balones aforados 100 mL

b. Procedimiento:

Con el extracto diluido al 10 % se realiza un barrido en el espectrofotbmetro a
longitudes de onda entre 400-800 nm y se determina la minima y maxima de
absorbancia.

Aplicando las formulas 1 y 2 se determina el indice de degradacion y tonalidad
d. Calculos:
1. indice de degradacién (In D)

In D= (DOA) maxima
(DOA) minima
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[2]
2. indice de Tonalidad (In T)
In T= (DO A )minima
(DOA )maxima

[3]
Donde:

DO = Densidad 6ptica (Absorbancia o extincion)
A = Longitud de onda

A 1.3. Determinacion de las coordenadas del color (Jiménez y Gutiérrez, 2001)

a. Equipos
Colorimetro COLOR TEC PCM/PSM

Superficie de color blanco

b. Procedimiento

- Colocar el extracto colorante sellado en una funda de polietileno sobre una
superficie blanca.

- Colocar el prisma del colorimetro sobre la funda con el colorante, tratando
cubrir toda su superficie.

- Tomar las lecturas en diferentes zonas de la funda.

- Anotar los parametros: L, a, b (X, Y, 2), las lecturas dividir para 100, reportar

con dos decimales.

c. Caélculo
Para determinar el angulo Hue (H), se parte de los parametros medidos de ay b,

mediante la siguiente ecuacion:

H = arctang(b/a)
[4]
C=(a2+b?)'"
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[5]

Donde:

Tono = H =Angulo Hue

Cromaticidad = C

Claridad = L = Valor de lectura directa
A 1.4. Determinacion del contenido de nitratos (-NO  3) (AOAC, 1998)

a.

Equipo

Reflectometro RQflex plus 10
Bafio Maria POLYSTAT Scientific
Estufa MEMMERT

Reactivos
Estufa MEMMERT

Acido sulfarico

. Procedimiento

Se prepara una solucion del extracto colorante al 10 % y se afora a 50 mL.

Se realiza una hidrdlisis, con acido sulfarico concentrado, con el fin de eliminar
el color de modo que no interfiera en las lecturas reflectométricas, como se
describe a continuacion.

A 5 mL de muestra, se le aflade 150 pL de acido sulftrico al 72 %, se deja en
bafio Maria (25 <C) por 3 horas.

Se afiade 1,55 mL de agua destilada y se incuba por 2 horas a 100 C, enfriar
y filtrar.

Se toma una varilla analitica y se introduce en la muestra.

Se presiona la tecla START del reflectbmetro; se elimina el exceso del liquido
de la varilla, sacudiéndola manualmente.

Cuando suena la sefial acustica (5 segundos antes del tiempo de reaccion), en
el adaptador de varilla se introduce la varilla hasta el tope, con las zonas de

reaccion en direccion a la pantalla.
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- Se anota la lectura, que aparece en la pantalla expresada en mg/L

d. Calculos

mg nitratos/ g muestra = LxV
Pm

[6]

L = Lectura en mg/L
V = Volumen final en L

Pm = Peso de la muestra en g

A 1.5. Determinacion del contenido de oxalatos (Jin  ap, 1990)

a. Equipos y materiales

- Balanza OHAUS de capacidad hasta 210 g

- HPLC Agilent 1100

- Cartucho SEP-PAK C18+

- Jeringuillas plasticas con filtro de lana de vidrio
- Membranas MILLIPORE de filtracion

b. Reactivos

- Solucion estandar de acido oxalico
- Resina Bio-Rex 5

- Metanol

- Carbonato de sodio

- Acido sulfarico

c. Procedimiento
- Pre acondicionamiento de la resina Bio-Rex 5. Pesar 0,5 g de resina en

Jeringuillas platicas con filtro de lana de vidrio, adicionar 3 mL de carbonato de
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sodio 0,5 M mezclar y dejar pasar por el filtro, descartar la solucion, adicionar
3 mL mas de carbonato de sodio 0,5 M, dejar pasar y descartar la solucion, lavar
la resina con 3 mL de agua destilada.
- Pre acondicionamiento del cartucho SEP-PAK C18: Pasar por el cartucho 3 mL
de metanol y lavar con 3 mL de agua destilada por 3 veces.
- Afadir 1 mL de extracto colorante en las jeringuillas plasticas previamente
acondicionadas y lavar 3 veces con 5 mL de agua destilada, descartar el agua de
lavado.
- Afadir 3 mL de acido sulfarico 1N por 3 veces y recoger el eluido sobre un bal6n
de aforo de 10 mL, llevar a volumen con agua bidestilada.
- Eliminar las interferencias de los compuestos fenolicos, haciendo circular el
extracto por un cartucho SEP-PAK C18 previamente acondicionado vy filtrar a
través de una membrana Millipore.
- Inyectar 20 mL en el HPLC bajo las siguientes condiciones:

* Columna: STR ODS 11(150 x 4,6 mm)

« Temperatura de la columna: 40°C

» Detector UV-VIS: Longitud de onda 210 nm

* Fase movil: Solucion 10 mM de KH,PO4 pH 2,3

* Flujo: 1,0 mL, 1 minuto.

d. Célculos
La cuantificacion se realiza sobre la base de &areas mediante la siguiente

ecuacion:

[7]
Donde:
C= Concentracién de acido organico en el estandar
AM= Area de la muestra
AS= Area del estandar
F= Factor de dilucion
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A 1.6. Determinacion del contenido de compuestos fe  nodlicos (Folin y
Ciocalteau, 1927)

a.

Equipos

- Espectrofotometro SPECTRONIC 20-D

b.

Reactivos

Folin-Ciocalteau 2,0 N
Carbonato de sodio anhidro

Procedimiento

En un balon de 25 mL colocar 0,5 mL de extracto colorante

Agregar 0,5 mL del reactivo Folin-Ciocalteau 2,0 N y agitar por 3 minutos.
Afnadir 10 mL de carbonato de sodio (75 g/L) y aforar a 25 mL.

Mantener a temperatura ambiente durante 1 hora y medir a 750 nm.

Realizar una curva de calibracion con &cido galico con un rango de
50-200 ppm.

A 1.7. Determinacion de actividad de agua (Placido  y Aleman, 2001 )

a.

Equipos
Termohigrometro digital WlakLAB

Envases herméticos

Reactivos
Cloruro de Sodio

Cloruro de Magnesio

Procedimiento
Colocar las muestras y las soluciones de calibracion (NaCl (Aw=0,75) y MgCl,
(Aw=0,33)) en envases herméticos 24 horas antes de la prueba con el fin de

que la atmosfera se encuentre en equilibrio
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- Poner los envases en el higrometro y medir la actividad de agua

A 1.8. Determinacion de humectabilidad (INEN, 2009)

d. Equipos

- Vaso de precipitaciéon de 250 mL de diametro interno de 65 mm
- CronOmetro calibrado

- Balanza de precision

- Termémetro calibrado

e. Reactivos

- Agua destilada

f. Procedimiento

- En un vaso de 250 mL, se vierte 150 mL de agua destilada a 40C, teniendo
cuidado de no mojar las paredes del vaso.

- Dejar caer una sola vez la muestra pesada (11 g), en el vaso de manera
homogénea

- Conjuntamente con la accion anterior se pone en marcha el cronometro que se
lo detiene cuando toda la muestra esta sumergida.

- El resultado se expresa en segundos

A 1.9 Determinacion del indice de absorcion de agua  y solubilidad (Anderson
et al., 1969)

a. Equipo

- Cajas petri

- Tubos de centrifuga (50 mL)
- Agitadores magnéticos

- Probeta de 50 mL

- Plancha de agitacion

- Bafio Maria

- Centrifuga
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Papel filtro
Embudos
Vasos de precipitacion

Desecador

. Procedimiento

Tarar las cajas petri a 90C por 4 horas 0 a 75C por una noche

Pesar 2,5 g de muestra en un tubo de centrifuga que contiene un agitador
magnético

Mientras se pesa las muestras, calentar 30 mL de agua destilada, a 30C y
también tener el bafio a temperatura controlada a 30C

Agregar 30 mL de agua a cada tubo y agitar bien en el equipo de agitacion, en
lo posible evite usar una varilla de agitacion

Incubar en el bafio con agitacion durante 30 minutos

Secar bien los tubos de centrifuga

Después de centrifugar se debe tener separados el gel y el sobrenadante, si
no es asi centrifugar por 10 minutos mas a 11 873,16g.

Decantar el sobrenadante en un tubo de centrifuga graduado y medir el
volumen. No descartar el gel del tubo.

Filtrar el sobrenadante

Descartar lo que queda en el papel filtro

Tomar 10 mL del filtrado y secar por 4 horas a 90 T en las cajas petri

Pesar el gel que quedo en el tubo

En el caso que no se haya separado el sobrenadante, pesar todo lo que queda
en el tubo.

. Calculos

indice de absorcion de agua (IAA)

Peso gel (g)

I1AA =
Peso muestra (g)

[7]
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- Indice de solubilidad de agua (ISA)

Peso de solubles (g)

ISA =
Peso muestra(g)

[8]
- Poder de hinchamiento (PH)

Peso gel(g)

PH =
Peso muestra (g) — Pesosolubles (g)

[9]

A 1.10. Determinacion de dispersabilidad (CIBIA VI,  2007)

a. Equipos
- Balanza analitica

- Plancha de agitacion

b. Procedimiento

- Pesar 25 g de colorante en polvo

- En un vaso de precipitacion mezclar el colorante con 250 mL de agua y agitar
20 s a 3,29¢.

- Filtrar y pesar el residuo y por diferencia se obtiene la cantidad de colorante

disperso en el liquido.

A 1.11. Determinacion de la actividad antioxidante. (Oyaiazu, 1986)

a. Equipos
- Espectrofotometro SPECTRONIC 20-D
- Bafio Maria POLYSTAT Scientific

b. Reactivos
- Metanol
- Fosfato de sodio (Buffer 0,2 M, pH 6,6)
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- Ferrocianidina de potasio
- Acido tricloroacético

- Cloruro férrico

c. Procedimiento

- En vasos de precipitacion colocar el extracto colorante en diferentes
concentraciones (1-5 mg/mL), agregar 2,5 mL de metanol y 2,5 mL fosfato de
sodio (Buffer 0,2 M, pH 6,6).

- Posteriormente agregar 2,5 mL ferrocianidina de potasio 1 %, mezclar en
incubar a 50 °C por 20 minutos.

- Agregar 2,5 mL de acido tricloroacetico 10 % y centrifugar 2 061,31g por 10 min.
- Al sobrenadante (5 mL) agregar 5 mL de agua desionizada, 1 mL de cloruro
férrico 0,1 % y mezclar.

- Dejar reposar 10 minutos en la oscuridad y leer a 700 nm contra un blanco

(reactivos sin muestra).

A 1.12. DETERMINACION DE TANINOS (A.0.A.C., 1998)

a. Equipos
- Espectrofotdmetro SPECTRONIC 20-D

b. Reactivos
- Solucion de Folin-Denis
- Solucion de carbonato de sodio saturado (35 g/100 mL)

- Solucion estandar de 4cido tanico (100 ppm)

c. Procedimiento

- En un vaso se de precipitacion se coloca 1 mL de muestra y se extrae durante
8 horas con 10 mL hexano.

- El residuo se coloca en ebullicion durante 2 horas con 300 mL de agua
destilada.

- Se enfria, se filtra y se diluye a 500 mL.
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- Se toma 2,5 mL del filtrado en balones de 50 mL, se afiade 2,5 mL de reactivo
Folin-Denis, 5 mL de solucion de carbonato de sodio y se afora a 50 mL con
agua destilada.

- Se lee en un espectrofotometro a 680 nm, después de 30 minutos que ocurre
la reaccion.

- Se prepara una curva patron de acido tanico de 0-5 ppm, proceder desde la

adicion del reactivo Folin-Denis.

d. Calculos

-3
mg taninos/ g muastra:(LR(#g/ml)xV(ml)xFDxlo (mg/,ug)j

Pm(g)
[10]
Donde:
LR = lectura de regresion.
V = volumen final.
FD = Factor de dilucion.

Pm = peso de la muestra.
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ANEXO 2. RESULTADOS
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Figura 1.Curva de calibracion para el calculo de compudstudlicos
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Figura 2.Curva estandar para el calculo de la actividadaiatante del colorante de los
granos
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Figura 3. Curva estandar para el célculo de la actividadaitante del colorante de las
corontas

A 3.5 Estimacion del costo de extraccion a nivel pi  loto

Tabla 38.Activos Fijos

Concepto Valor (USD) %
Terrenos y construcciones 42 340,00 29,03
Maquinaria y equipo 80 257,88 | 55,02
Otros activos 16 329,89| 11,19
SUMAN 138 927,77| 95,24
Imprevistos de la inversion fija 6 946,39| 4,76
TOTAL 145 874,16 100,00




Tabla 39.Construcciones

Valor
Cantidad o Valor Total
Concepto 5 Unitario .
(m?) (Dolares)
(Ddélares)
Terreno 200,00 35,00 7 000,00
CONSTRUCCIONES
Fébrica 100,00 200,00 20 000,00
Oficinas y laboratorio 35,00 150,00 5 250,00
Cerramiento (m) 86,00 60,00 5 160,00
Bodegas 27,00 130,00 3 510,00
Bafios 9,00 150,00 1 350,00
Guardiania 2,00 35,00 70,00
TOTAL 42 340
Tabla 40.Maquinaria y Equipo
Valor EX -
Concepto
Aduana (USD)
Equipo de Produccion (Importado y nacional) 68 900,00
Equipo Auxiliar (Caldero y Planta eléctrica) 889,46
Gastos de Instalacion y Montaje (Eqg. Aux) 10 468,00
TOTAL 80 257,88
Tabla 41.Capital de Operacién
Tiempo )
Concepto Dolares
(meses)
Materiales Directos 12 62767,00
Mano de Obra Directa 12 14 112,00
Carga Fabril 12 28 003,60
Gastos de administracion 12 34 468,50
Gastos de venta 12 2 060,00
TOTAL 141 411,10
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Tabla 42 .Materiales Directos

103

Valor
) o Valor Total
Concepto Cantidad Unitario )
] (Délares)
(Dolares)
Corontas de maiz
negro (kg) 100 000 0,50 50 000
Empaques (Unidades) [127670 0,10 12 767
Tabla 43. Mano de obra directa
Sueldo Total
Concepto N° Mensual Anual
(Dolares) (Dolares)
No calificados 3 280,00 10 080
TOTAL 10 080

Tabla 44. Suministros

CONCEPTO Cantidad Valor Unitario Valor Total
(Dolares) (Dolares)
Energia eléctrica (Kw-h) 230 400,00 0,08 18 432,00
Combustible - diesel - (gal) 1,00 -
Agua (m°) 415,00 0,32 132,80
TOTAL 18 564,80
Tabla 45.Gastos Administrativos
Sueldo Total
Concepto N° Mensual Anual
(USD) (USD)
Gerente General 1 1500 18 000
Secretaria 1 400 4 800
TOTAL 22 800




ANEXO 3. ANALISIS ESTADISTICO

A. 3.1 Andlisis estadistico para evaluar el rendimiento de los granos en la

extraccion del colorante de maiz negro.

Anaglisis de la varianza

Variable N E* ER* Lj CW
EENDIMENTO 36 0,96 0,94 5,52
Cnadro de Anali=is de la Varianza (5C tipo I)
F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo 4,04 13 0,31 41,74 «0,0001
Fa 0,74 1 0,74 98,95 <0,0001
Fb 1,5E-04 1 1,5E-04 0,02 0,8891
Fe 1.8 2 0,93 124,42 <0,0001
Repeticion &,8E-04 2 3,4E-04 0,05 ©0,9555
Fa*Fb o,02 1 0,02 2,09 0,120
Fa*Fc 0,60 2 0,30 39,98 <0,0001
Fb*Fc 0,8 2 0,42 55,81 <0,0001
Fa*Fb*Fc 0,01 2 3,7E-03 0,50 0,61l4¢
Error 0,18 22 0,01
Total 4,20 35

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,14366

Error: 00,0100 gl: =2
Fa Media= n E.E.

1,00 1,71 18 0,02 &
2,00 1,42 18 0,02 B
Lotrss distintas

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,14366

Error: 00,0100 gl: =2
Fb Media=s n

&5

E.
2,00 1,57 18 0,0
1,00 1,56 18 0O,

Lotras distintass indiecan

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,24050

Error: 00,0100 gl: 2
Fc Mediam= n E.E.

3,00 1,88 12 0,02 A
2,00 1,45 12 0,02 B
1,00 1,36 12 0,02 B
Letras distintss indican

indican diferenciss significatiwvas

(p<= 0.05}
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,85159

Error: 00,0100 gl: 2

Fa Fhb Fe Medias n E.E.

1,00 2,00 3,00 2,13 3 0,05 A

2,00 2,00 3,00 2,00 3 0,05 R B
1,00 2,00 2,00 1.8 30,0588 B C
1,00 1,00 3,00 1,75 3 0,05 A B C
1,00 1,00 2,00 1,74 3 0,05 A B C
2,00 1,00 3,00 1,64 3 0,05 A B C
1,00 1,00 1,00 1,56 3 0,05 A B C
2,00 1,00 1,00 1,55 3 0,05 A B C
1,00 2,00 1,00 1,26 3 0,05 B C
2,00 1,00 2,00 1,13 3 0,05 C
2,00 2,00 2,00 1,11 3 0,05 C
2,00 2,00 1,00 1,09 3 0,05 C

Lotras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

2204

1.896

1714
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1.474

1.224
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A 3.2 Grafico del analisis estadistico para evaluar el rendimiento de los granos en

la extraccion del colorante de maiz negro.
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A. 3.3 Andlisis estadistico para evaluar el contenido de antocianinas del extracto

obtenido de los granos en la extraccidon del colorante de maiz negro.

Variable H E* R* Lj CW
BNTCCIANINAS 36 1,00 1,00 3,79
Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. SC gl CH F p-valor

HModelo 267,13 13 20,55 653,01 <0,0001
Fa 78,15 1 78,19 2484,92 «0,0001
Fb 14,07 1 14,07 446,98 <0,0001
Fc 21,37 2 10,68 339,54 «0,0001
Repeticion 0,03 2 0,02 0,52 0,6015
Fa*Fb 28,79 1 28,79 914,83 <0,0001
Fa*Fc 108,29 2 54,14 1720,63 <0,0001
Fb*Fc 3,92 2 1,96 62,24 <0,0001
Fa*Fb*Fc 12,48 2 6,24 198,26 <0,0001
Error 0,69 22 0,03
Total 267,82 35

Te=st:Tukey Alfa=0,05

DMS=0, 24883

Error: 00,0300 gl: 2

Fa Media=z n E.E.

1,00 6,15 18 0,04 &
2,00 3,20 18 0,04 B

Letras distintas ind

ican diferenciss significati

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,24883

Error: 00,0300 gl: =2

Fb Medias n E.E.

2,00 5,30 18 0,09 &
1,00 4,05 18 0,04 B

Latras

istintas ind

1380

ras (p<= 0,05}

difersncias significativas (p<= 0.05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,41655

Error: 0,0300 gl: 2

Fc Mediaz n E.E.

1,00 5,77 12 0,05 A
2,00 4,15 12 0,05 E
3,00 4,11 12 0,05 B

Letras distintas ind

1o3n

diferencias significati

i

=

(p<= 0.0E)
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Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=1,47500
Error: 00,0300 gl:
Fa Fb Fec

2

Media=z n E.E.

1,00 1,00 3,00
2,00 1,00 1,00
1,00 1,00 2,00
2,00 1,00 2,00
1,00 1,00 1,00
2,00 2,00 3,00
2,00 2,00 2,00
2,00 1,00 3,00

8,89
7,8

6,98
6,30
6,19
6,13
4,05
3,94
3,66
1,02
0,80
0,35

LT L Ty VI LI L Ty S I L Ty VI L LT

3

0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10

a
& B
E C
C
C
C
]
M)
M)
E
E
E

26,309

22714

1811 1

15.51 1

AMNTOCIAMIMNAS Moig M S

11.92

stintas indican diferenciss significativas (p<= 0,.08)

915

1043

16.23

1627

2346

2212

2003
1963

1712

1113

961
918

T T2

T3

T4

Ta TE 7 Ta T8 Ti0 T T2
TRATAMIENTO

A 3.4 Grafico del analisis estadistico para evaluar el contenido de antocianinas del

extracto de los granos en la extraccién del colorante de maiz negro



A. 3.5 Andlisis estadistico para evaluar el indice de degradacion del extracto
obtenido de los granos en la extraccidon del colorante de maiz negro.

Anaglisi=s de la varianza

Letras distintas

Error: 00,0200 gl: =2

Fb Medias m E.E.

1,00 2,99 18 0,04 &
2,00 3,26 18 0,04 B

Letras distintss

indican diferencias si

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,20317

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,34011

Error: 0,0200 gl: 2

Fc Media= n E.E.

2,00 2,35 12 0,05 &

1,00 3,02 12 0,05 B
3,00 4,01 12 0,05 C
Letrss distintas

Variable W E® R* nj CW

In D 36 1,00 0,99 5,02

Cunadro de Anadlis=is de la Varianza (5C tipo I)
F.V. = gl CH F p—-valor

Modelo 108,77 13 8,37 339,95 <0,0001

Fa 50,59 1 50,59 2055,43 <0,0001

Fb 0,70 1 0,70 28,25 <0,0001

Fec 16,64 2 8,32 338,08 <0,0001

Repeticion 0,12 2 0,06 2,37 00,1174

Fa*Fb 0,11 1 0,11 4,60 00,0433

Fa*Fc 17,69 2 8,84 359,33 <0,0001

Fb*Fec 12,44 2 &,22 252,78 <0,0001

Fa*Fb*Fc 10,48 2 5,24 212,99 <0,0001

Error 0,549 22 0,02

Total 109,31 35

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,20317

Error: 0,0200 gl: 2

Fa Mediaz m E.E.
1,00 1,94 18 0,04 &
2,00 4,31 18 0,04 B

gnificativas (p<= 0.05)

indican diferenciss significativas

indican diferencias significativas(p<= 0.05)

(p<= 0,05}
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7044

5.01 4

4 95

c 3854

24924

1.894

m T2

T3

T4

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,20433

Error: 00,0200 gl: =2

Fa Fb Fco Medias n E.E.

1,00 1,00 1,00 1,18 3 0,09 A

1,00 2,00 1,00 1,42 3 0,09 A B

2,00 1,00 2,00 1,75 3 0,09 A B

1,00 1,00 2,00 i,78 3 0,09 A B

1,00 1,00 3,00 2,27 3 0,08 A B C

1,00 2,00 3,00 2,45 3 0,08 B C

1,00 2,00 2,00 2,53 3 0,08 B C

2,00 2,00 1,00 3,24 3 0,08 C

2,00 2,00 2,00 3,34 3 0,08 C

2,00 1,00 3,00 4,70 3 0,08 o
2,00 1,00 1,00 6,24 3 0,09 E
2,00 2,00 3,00 6,61 3 0,08 E
Lotras distintss indican diferenciss significativasips= 0,05}

T3 TG 17 TS T4 To ™ Tz
TRATAMIENTO

A. 3.6 Grafico estadistico para evaluar el indice de degradacién del extracto

colorante obtenido de los granos del colorante de maiz negro
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A. 3.7 Andlisis estadistico para evaluar el rendimiento del extracto obtenido de las

corontas en la extraccion del colorante de maiz negro.

Varisble N Rz R® Lj CV
BENDIMIENTC 56 0.85 0.77 10.78

Cuadro de Analisis de la VWarianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CH F p-walor

Modelo 7.41 13 0,57 9.78 «<0.0001
Fa Z2.86 1 2.86 49.05 <0.0001
Fh 0o.85 1 0,55 9.51 0.0054
Fo 1.73 2 0,86 14.80 0.0001
Fepeticion 0.05 2 0.02 0.43 0.6571
Fa*Fh 1.07 1 1.07 15.29 0.0003
Fa*Fc 0.30 & 0,15 2.53 0.1025
Fh*Fc 0.26 2 0,13 2.23 0.1311
Fa*Fbh*Fc o.e0 2 0,30 5.13 0.0149
Error 1.258 22 0.06

Total .70 35

Test:Tukey AlfTa=0.05 DM5=0.16708
Error: 0.0583 gl =22
Fa Medias n E.E.
1.00 Z2.52 18 0,06 A
.00 1.96 15 0.06 E

Letres distintes indicem diferencics sigmificetivas pes= 00050

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.16708
Error: Q.0583 gl 22

Fo Media= n E.E.

i.00 2.36 18 0.06 A

2.00 2.12 18 0.06 E

Letres distintes indicam diferencias sigmificetivasips= 0.05)

Test:Tukey AlTa=0.05 DMS=0.24785

Error: 0.0583 gl =22

Fo HMedia= n E.E.

1.00 Z.44 12 0.07 &

3.00 Z2.35 12 0.07 &

Z.00 1.93 12 0.07 B

Letres distintes indicgn diferepncises sigrificetives (po= 0.05)




REMDIMIENTO %

A 3.8 Grafico del analisis estadistico para evaluar el rendimiento del extracto

Test:Tukey AlTfa=0.05 DM5=0.71797

Error: O.08833 gl: 22

Fa Fh Fo Medias n E.E.

i1.00 2.00 1.00 Z2.86 3 0,14 4

1.00 2.00 3.00 Z2.67 3 0.14 L E

Z.00 1.00 3.00 Z2.67 3 0.14 L E

1.00 1.00 z2.00 Z.51 3 0.14 L B

i1.00 1.00 1.00 Z2.49 3 0.14 L B

1.00 1.00 3.00 2.43 3 0.14 L B

Z2.00 1.00 1.00 2.39 3 0.14 L B C

1.00 2.00 2.00 2.18 3 0,14 A B C D
Z2.00 2.00 1.00 2.00 3 0.14 B C I E
Z2.00 1.00 2.00 1.70 3 0O.14 Z I E
Z2.00 2.00 3.00 1.64 3 0.14 I E
Z2.00 2.00 2.00 1.35 3 0.14 E

Laetres distinmtas

30

257

213

169

176

T

249

T2

251

imndican diferapncies siguificabtivasips= 0050

243

T3

T4

216

T3

T

267

7

23

TRATAMIENTOS

T8

170

L]

267

200

1684

138

o i T2

obtenido de las corontas en la extraccion del colorante de maiz negro.

111
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A 3.9 Andlisis estadistico para evaluar el contenido de antocianinas del extracto

obtenido de las corontas en la extraccion del colorante de maiz negro.

Analisis de la varianza

Variable H E* ER* Bj CW
ANTCCIANINAS 36 0,99 0,98 3,25
Cnadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. SC gl CH F p—-valor

Modelo 122,12 13 9,395 128,89 <0,0001
Fa og,76& 1 0,76 10,43 0,003%
Fb 0,13 1 0,13 1,84 0,1889
Fc 41,21 2 20,60 282,68 <0,0001
Repeticion 0,45 2 0,22 3,07 0,0664
Fa*Fb 1,46 1 1,46 20,08 0,0002
Fa*Fc 0,18 2 0,09 1,22 0,3157
Fb*Fc 44,17 2 22,09 303,03 <0,0001
Fa*Fb*Fc 33,76 2 16,88 231,59 <0,0001
Error 1,0 22 0,07
Total 123,72 35

Te=st:Tokey Alfa=0,05
Error: 00,0700 gl: 2
Fa Media=z= n E.E.

DMS=0, 38009

,00 £,44 18 0,06 A

|

,00 8,15 18 0,06 A

etras d

[

Tezt:Tukey Alfa=0,05
Error: 0,0700 gl: 2
Fb Media=z= n E.E.

stintas indican diferenciss si

DMS=0,38009

1,00 8,36 18 0,06 &
2,00 8,23 18 0,06 L

Te=st:Tokey Alfa=0,05
Error: 00,0700 gl: =2
Fc Media= n E.E.

DM5=0, 63629

2,00 5,21 12 0,08 &
5,00 8,88 12 0,08 &
1,00 §,79 12 0,08 B
Lotras distintas indican

difersncias significativas

Lotras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

fp<= 0,05}
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27939

24,361

20,521

17,261

ANTOCIAMNICAS mofa MS

13,701

1657

10,151

™ T2

2050

Test:Tokey Alfa=0,05 DM5=2,25310

Error: 00,0700 gl: =2

Fa Fb Fco Mediaz n E.E.

2,00 2,00 3,00 10,8 3 0,18 A

2,00 1,00 2,00 10,52 3 0,16 A B

1,00 2,00 2,00 10,24 3 0,16 & B

1,00 2,00 3,00 9,62 3 0,le &2 B C

1,00 1,00 1,00 9,17 3 0,1le & B C D

1,00 1,00 3,00 g,61 3 0,1le & B € D E

1,00 1,00 2,00 8,33 3 0,16 B C D E F
2,00 2,00 2,00 7,77 3 0,16 C b E F
2,00 1,00 1,00 7,08 3 0,16 o E F
2,00 1,00 3,00 6,41 3 0,16 E F G
2,00 2,00 1,00 6,25 3 0,16 F G
1,00 2,00 1,00 4,67 3 0,16 G
Letrass distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

. %35

2533
2350
229
19,20
1753

1586 15,43

11,55

T3 T4 T3 TG 7 T8 T4 ™o Ll T2
TRATAMIENTOS

A 3.10 Grafico del analisis estadistico para evaluar el contenido de antocianinas

del extracto obtenido de las corontas en la extraccién del colorante de maiz negro.



A. 3.11 Andlisis estadistico para evaluar el indice de degradacion del extracto
obtenido de las corontas en la extraccion del colorante de maiz negro.

Analisis de la varianza

Variable N E* R* Bj CW
In D 36 1,00 0,99 5,29
Cnadro de Analisi=s de la Varianza (5C tipo I)
F.V. s5C gl CH F p-valor
Modelo 223,10 13 17,18 375,75 <0,0001
Fa 155,78 1 155,78 3410,84 <0,0001
Fb 6,45 1 6,45 141,13 <0,0001
Fc 32,73 2 16,37 358,35 <0,0001
Repeticion 0,17 2 0,08 1,8 00,1870
Fa*Fb 6,15 1 6,15 134,76 <0,0001
Fa*Fc 20,10 2 10,05 220,00 <0,0001
Fb*Fc 0,88 2 0,44 9,68 00,0010
Fa*Fb*Fc 0,84 2 0,42 9,15 00,0013
Error 1,00 22 0,05
Total 224,10 35

E.E.

1,00
2,00

0,05

=

E.E.

1,00
2,00

=

=

Fz Mediaz n E.E.

2,00 3,30 12 0,06 A
1,00 3,43 12 0,08 A
3,00 5,38 12 0,06 B
Letras distintas

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,32123
Error: 0,0800 gl: 2
Fa Media= n
1,96 18 0,05 A
6,12 18

Lotras distintas indican diferencias significatiwvas (p<= 0.05)

Test:Tuokey Alfa=0,05 DMS=0,32123
Error: 00,0500 gl: 2
Fb MMedias n
3,61 18 0,05 A
4,46 18 0,05

Letras distintas

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,53T776
Error: 00,0800 gl: =2

indican diferenciss significa

ki

=

indican diferencias significativas (p<= 0.05)

(p<= 0.05)

114



Test:Tuokey Alfa=0,05 DMS=1,950422

115

Error: 0,08500 gl: =2

Fa Fb Fc Medias n E.E.

1,00 2,00 2,00 1,60 3 0,12 &

1,00 1,00 2,00 1,74 3 0,12 &

1,00 2,00 1,00 1,91 3 0,12 A B

1,00 1,00 1,00 1,99 3 0,12 A B

1,00 1,00 3,00 2,11 3 0,12 A BE

1,00 2,00 3,00 2,3% 3 0,12 A BE

2,00 1,00 2,00 3,78 3 0,12 BE C

2,00 1,00 1,00 4,46 3 0,12 C D

2,00 2,00 1,00 5,35 3 0,12 cC D

2,00 2,00 2,00 6,08 3 0,12 D E
2,00 1,00 3,00 7,60 3 0,12 E F
2,00 2,00 3,00 9,43 3 0,12 F

Lotras distintas indican

9,995

8,229

B4

InC

47

280 -

174

21

diferencias signif.

19

160

239

446

tiwas (p<= 0,.05)

843

750

05
535

378

T

T2

T3

T4

IE]

TE

TRATAMIENTO

Td T8 Ti0 ™ T12

A 3.12 Grafico del analisis estadistico para evaluar el indice de degradacion del

extracto obtenido de las corontas en la extraccion del colorante de maiz negro.
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A. 3.13 Analisis estadistico para evaluar la estabilidad a los diferente valores pH

en el extracto de los granos

Analisis de la varianza

Variable H E* ER* Lj CW
In D (ph- gr) 15 0,98 0,97 9,77

Cnadro de Anadli=is de la Varianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CH F p-wvalor

Modelo 528,52 4 132,13 124,73 <0,0001
Tratamiento 528,52 4 132,13 124,73 <0,0001
Error 10,59 10 1,06

Total 539,11 14

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=2,76555
Error: 1,0583 gl: 10
Tratamiento Mediasz n E.E.

1,00 6,93 3 0,58 A

4,00 7,07 3 0,58 A

3,00 7,98 3 0,58 A

5,00 8,32 3 0,58 &

2,00 22,35 3 0,58 B

Lotras distintas indican diferencias significativas (pe= 0,05}

A. 3.14 Analisis estadistico para evaluar la estabilidad a los diferentes valores pH

en el extracto de las corontas

Anglisizs de la varianza

Variable N R® R® Bj CV
In D (ph-T) 15 0,84 0,77 5,16

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. sSC gl CH F p-valor

Modelo 9,42 4 2,36 12,95 0,00086
Tratamiento 9,42 4 2,36 12,95 0,0006
Error 1,82 10 0,18

Total 11,24 14

Test:Tonkey Alfa=0,05 DMS=1,14551
Error: 0,1818 gl: 18

Tratamiento Medias n E.E.

2,00 7,39 3 0,25 &

1,00 7,689 3 0,25 &L

4,00 g,1% 3 0,25 &

5,00 8,38 3 0,25 L

3,00 9,68 3 0,25 B

Letras distintas indican difersncizs significatiwvas

(pe= 0,05}
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13,294
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10,70
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A. 3.15 Grafio del andlisis estadistico para evaluar la estabilidad a diferentes pHs

en el extracto de los granos y las corontas

A. 3.16 Analisis estadistico para evaluar la estabilidad a los diferentes

temperaturas en el extracto de los granos

Andglisi= de la varianza

Variable N E® R*® Ry CV

In b (T-gr) 18 0,84 0,78 5,79

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. 5C gl CHM F p—-valor

Modelo 1%,71 &5 3,54 12,%6 0,0002

Tratamiente 1%,71 &5 3,54 12,%& 0,0002

Error 3,65 12 0,30

Total 23,36 17

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,51264

Error: 00,3041 gl: 12

Tratamiento Medias n E.E.

1,00 7,65 3 0,32 B

2,00 g,66 3 0,32 L B
3,00 9,8 3 0,32 B C
5,00 9,93 3 0,32 BE C
4,00 10,45 3 0,32 C
6,00 10,57 3 0,32 C

ol bl
Lad

Lotras distintss indican

significativas (p<= 0,.05)



A. 3.17 Analisis estadistico para evaluar la estabilidad a los diferentes

temperaturas en el extracto de las corontas

Analisi=s de la varianza

Variable N R* RT Aj CV
In D (T-tusas) 18 0,37 0,11 5,62

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.WV. 5C gl CH F p-valor

Modelo 2,74 5 0,55 1,42 0,28262
Tratamienteo 2,74 5 0,55 1,42 00,2862
Error 4,63 12 0,38

Total T,37 17

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,70445
Error: 0,381 gl: 12
Tratamiento Medias n E.E.

2,00 10,57 3 0,36 &
1,00 10,68 3 0,38 L
4,00 11,00 3 0,38 A
3,00 11,11 3 0,36 &
&,00 11,23 3 0,36 A
5,00 11,77 3 0,36 A

Lotras distintss indican diferenciss significativas(p<= 0.05)

118

12721
c 1164
]
(&1
m
=
&
fa} %
A 10574
[11]
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1]
: B
E
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841 T T T T T 1
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TEMPERATURA °C
. Corortas [l Granos

A. 3.18 Grafico del analisis estadistico para evaluar la estabilidad a diferentes

temperaturas en el extracto de los granos y las corontas



A.

Indice de Tonalidad

119

3.19 Andlisis estadistico para evaluar la estabilidad durante el almacenamiento
del extracto obtenido de los granos en estado liquido con base enelIn T

Anaglisis de la varianza

Variable N E®= ER® Bj CWV

In T 96 0,92 0,91 13,10

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. 5C gl CH F p—-valor

Modelo 0,22 10 0,02 83,78 <0,0001

TRATAMTIENTS 0,02 3 0,01 25,33 <0,0001

DILS 0,20 7 0,03 121,40 <0,0001

Error 0,02 85 2,4E-04

Total 0,24 85

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,02158

Error: 0,0002 gl: 32

TRATAMIENTO Media=z n E.E.

2,00 0,14 24 3,2E-03 A

3,00 0,11 24 3,2E-03 B

1,00 0,11 24 3,2E-03 B

4,00 0,10 24 3,2E-03 B

Lotras distintss indican diferenciss significatiwvas(p<= 0.05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,03959

Error: 00,0002 gl: 3

DIAS Medias n E.E.

1,00 0,23 12 4,5E-03 &

2,00 0,13 12 4,5E-03 B

3,00 0,13 12 4,5E-03 E

4,00 0,11 12 4,5E-03 BE C
5,00 0,11 12 4,5E-03 BE C
6,00 0,10 12 4,5E-03 BE C D
7,00 0,08 12 4,5E-03 C D
8,00 0,06 12 4,5E-03 D

Lotras distintass indican diferenciazs significatiwvasp<= 0,.05)

024
O
019
] | |
|
014} u
u] | |
g u
009 } O E
a a o d a B
O
]
B
0.04 - - . . - - . :
0.00 2,00 4,00 6.00 15.00 30.00 4500 60.00
Dias
T2 T4 |
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A. 3.20 Grafico del andlisis estadistico para evaluar la estabilidad durante el
almacenamiento del extracto obtenido de los granos en estado liquido con base en el
In

A. 3.21 Andlisis estadistico para evaluar la estabilidad durante el almacenamiento

del extracto obtenido de los granos en estado liquido con base en el In D

Analisis de la varianza

Variable N R®* R® Aj CV
In D s 0,87 0,86 13,92

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo 1074,81 10 107,48 58,12 <0,0001
TEATAMIENTOC 96,96 3 32,32 17,48 <0,0001
DIAS 977,85 7 139,69 75,54 «<0,0001
Error 157,18 85 1,8
Total 1231,99 395

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=1,89489
Error: 1,8500 gl: 3

TRATAMIENTO Medias n E.E.

2,00 8,15 24 0,28 A

3,00 9,585 24 0,28 A B

1,00 10,05 24 0,28 B

4,00 10,92 24 0,28 B

Lotras distintas indigcan diferenciss significativas (p<= 0.05)

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=3,47605
Error: 1,8500 gl: 3
DIAS Medias m E.E.

1,00 4,47 12 0,39 A

2,00 8,02 12 0,39 B

3,00 8,11 12 0,39 B

4,00 9,24 12 0,39 E C
5,00 9,46 12 0,39 E C
6,00 10,22 12 0,39 E C
7,00 12,63 12 0,39 C D
8,00 16,00 12 0,39 D
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A 3.22 Grafico del analisis estadistico para evaluar la estabilidad durante el
almacenamiento del extracto obtenido de los granos en estado liquido con base

enellnD

A. 3.23 Analisis estadistico para evaluar la estabilidad en el almacenamiento del
extracto obtenido de los granos en estado sélido con base enelIn T

Analisis de la wvarianza

Variable N R®= R*® Bj CW
In T 96 0,88 0,87 8,60

Coadro de Analizi=z de la Varianza (5C tipo I)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo 0,07 10 0,01 62,64 <0,0001
TRATRMIENTO 2,3E-03 3 7,8E-04 7,48 0,0002
DILS 0,08 7 0,01 86,28 <0,0001
Error 0,01 85 1,0E-04
Total 0,07 95

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,00956
Erreor: 00,0001 gl: 7

TRATAMIENTO Medias n E.E.

3,00 0,12 24 2,1E-03 &

4,00 0,12 24 2,1E-03 A BE

1,00 0,12 24 2,1E-03 B

2,00 0,11 24 2,1E-03 B

Lotras distintas indigcan diferenciss significatiwvas (pe= 0,05}

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,0167%9
Error: 00,0001 gl: 7
DIAS Medias n E.E.

1,00 0,18 12 2,9E-03 A

2,00 0,13 12 2,9E-03 B

6,00 0,13 12 2,9E-03 E C

3,00 0,11 12 2,9E-03 cC D

8,00 0,11 12 2,9E-03 D

4,00 0,10 12 2,9E-03 D E

7,00 0,10 12 2,9E-03 D E

5,00 0,09 12 2,9E-03 E

Lotras distintas indican diferconeciszs significatiwvas (pe= 0,05}
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A 3.24 Grafico del analisis estadistico para evaluar la estabilidad durante el
almacenamiento del extracto obtenido de los granos en estado sélido con base en
elInT

A. 3.25 Analisis estadistico para evaluar la estabilidad en el almacenamiento del

extracto obtenido de los granos en estado soélido con base en el In D.



Variable N R=

R: RS

Analisis de la varianza

oy

In D 9¢ 0,82 0,79 9,28

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. 5C gl CH F p—-valor

Modelo 252,91 10 25,29 37,62 «<0,0001

TRATAMIENTO 18,66 3 6,22 9,25 <0,0001

DILS 234,25 7T 33,46 49,78 <0,0001

Error 57,15 85 0,87

Total 310,06 95

Error: 00,6700 gl:

7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,78211

TRATAMIENTO Medias n E.E.

3,00 8,28 24 0,17 L

4,00 8,51 24 0,17 & B
1,00 9,23 24 0,17 E C
2,00 9,30 24 0,17 C

Letras distintass indican

diferencias significativas

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,37403

Error: 0,8700 gl: 7

DIAS Medias n E.E.

1,00 2,52 12 0,249 A

2,00 T,82 12 0,24 B

6,00 7,98 12 0,24 B

3,00 9,12 12 0,24 E C
8,00 5,40 12 0,24 C
4,00 9,75 12 0,24 C D
7,00 9,99 12 0,24 C D
5,00 11,00 12 0,24 D
Loatras distintass indican diferencias significativas

fp<= 0.05)

=(pe= 0,05}
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A 3.26 Grafico del analisis estadistico para evaluar la estabilidad durante el

almacenamiento del extracto obtenido de los granos en estado sélido con base en

elinD
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A. 3.27 Analisis estadistico para evaluar la estabilidad en el almacenamiento del
extracto obtenido de las corontas en estado liquido con baseenelIn T

Variable N Rf Rf Aj CV
In T 5§ 0,92 0,91 8,14

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo 0,12 10 0,01 96,52 <0,0001
TELATAMTENTC 3,2E-03 3 1,1E-03 8,46 0,0001
DILS 0,12 7 0,02 134,26 <0,0001
Error 0,01 85 1,3E-04
Total 0,13 85

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,01085
Error: 00,0001 gl: 7
TRATARMIENTO Medias n E.E.

2,00 0,15 24 2,3E-03 A
1,00 0,14 24 2,3E-03 A B
4,00 0,13 24 2,3E-03 B
3,00 0,13 24 2,3E-03 B
Lotras distintss indican diferencias significativas (p<= 0.05)
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,015914
Error: 00,0001 gl: 7
DIAS Medias n E.E.
1,00 0,17 12 3,3E-03 A
2,00 0,16 12 3,3E-03 A B
4,00 0,16 12 3,3E-03 & B
3,00 0,16 12 3,3E-03 B
5,00 0,15 12 3,3E-03 B
6,00 0,14 12 3,3E-03 B
7,00 0,11 12 3,3E-03 C
8,00 0,06 12 3,3E-03 D
Letrass distintas indican diferencias significatiwvas (p<= 0.05)
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E o
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= |
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A 3.28 Grafico del analisis estadistico para evaluar la estabilidad durante el
almacenamiento del extracto obtenido de las corontas en estado liquido con base

enellnT
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A. 3.29 Analisis estadistico para evaluar la estabilidad en el almacenamiento del
extracto obtenido de las corontas en estado liquido con base en el In D

Analisis de la varianza

Variable N R* Rf Bj CV
In D 96 0,93 0,92 12,92

Cnadro de Anadlisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo 1291,43 10 129,14 112,55 <0,0001
TRATAMIENTO 23,51 3 7.8 6,8 0,0004
DIAS 127,83 7 181,13 157,91 «0,0001
Error 897,50 85 1,15
Total 1388,93 o9&

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=1,02467
Error: 1,1500 gl: 7

TRATAMIENTO Medias n E.E.
2,00 T.02 24 0,22 R
3,00 2,08 24 0,22 &L B
1,00 2,50 24 0,22 & B
4,00 2,95 24 0,22 B
Lotras distintas indican diferencias significativas (pe= 0,05}
Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=1,80015
Error: 1,1500 gl: 7
DIAS Medias n E.E.
1,00 5,82 12 0,31 &
2,00 6,24 12 0,31 A
4,00 0,41 12 0,31 A
3,00 0,44 12 0,31 A
5,00 6,88 12 0,31 &
6,00 7,27 12 0,31 A
00 59,86 12 0,31 B
8,00 17,40 12 0,31 C
Lotras distintas indican diferencias significatiwvas (p<= 0,05}
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A 3.30 Grafico del analisis estadistico para evaluar la estabilidad durante el
almacenamiento del extracto obtenido de las corontas en estado liquido con base

enellnD
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A. 3.31 Analisis estadistico para evaluar la estabilidad en el almacenamiento del
extracto obtenido de las corontas en estado solido con baseenel InT

Analisis de la varianza

Variable W E*= ER®* RARj CV

In T 9¢ 0,73 0,70 9,87

Cnadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. S5C gl CH F p-valor

Modelo 0,04 10 4,4E-03 23,35 <0,0001

TRATAMTIENTCO O,01 3 3,3E-03 17,80 <0,0001

DILS 0,03 7 4,8E-03 25,73 <0,0001

Error 0,02 85 1,9E-04

Total 0,06 95

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,01317

Error: 00,0002 gl: 7

TEATLMIENTC Media= n E.E.

4,00 0,15 24 2,BE-03 A

1,00 0,15 24 2,8E-03 A

2,00 0,13 24 2,8E-03 B

3,00 0,13 24 2,8E-03 B

Lotras distintss indican diferencias significativas (p<= 0.05)

Test:Tuokey Alfa=0,05 DMS=0,02314
Error: 0,0002 gl: 7

DIAS Medias n E.E.
1,00 0,17 12 3,89E-03 A
2,00 0,17 12 3,9E-03 A
6,00 0,14 12 3,9E-03 B
4,00 0,13 12 3,9E-03 B
8,00 0,13 12 3,89E-03 B
3,00 0,12 12 3,8E-03 B
5,00 0,12 12 3,8E-03 B
7,00 0,12 12 3,3E-03 B
Lotras distintss indican diferencias significativas (p<= 0.05)

0,14+

]

0,164
3 ; 5 o
- =]
e 0,144 [} e = ﬂ
3 =] o
h 0,114 ﬂ L n (]

u
0,09

5,00 15,00 30,00 45,00 60,00

Dias
(W™ W72 O3 0714 |

T T T
0,00 2,00 4,00

A 3.32 Grafico del analisis estadistico para evaluar la estabilidad durante el
almacenamiento del extracto obtenido de las corontas en estado sélido con base

enellnT
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A. 3.33 Analisis estadistico para evaluar la estabilidad en el almacenamiento del
extracto obtenido de las corontas en estado sélido con base en el In D

Analisis de la varianza

Variable N R* Rf Bj CV
In D 96 0,69 0,65 10,89

Cnadro de Anadli=is de la Varianza (SC tipo I)

F.V. sSC gl CH F p-valor
Modelo 122,74 10 12,27 18,57 «<0,0001
TEATAMIENTO 35,48 3 11,83 17,90 <0,0001
DIAS 87,26 T 12,47 18,86 <0,0001
Error 56,17 85 0,66
Total 178,91 85

Test: Tokey Alfa=0,05 DMS=0,77626
Error: 0,6800 gl: 7
TRATAEMIENTO Medias n E.E.

4,00 6,74 24 0,17 &

1,00 7,00 24 0,17 &

3,00 7,94 24 0,17 =

2,00 8,18 24 0,17 =

Lotras distintas indican diferencias significat (p<= 0,05}

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=1,36374

Error: 0,&6800 gl: 7

DIAS Medias n E.E.
1,00 (88 12 0,23 A
2,00 6,02 12 0,23 A
6,00 7,20 12 0,23 A B
4,00 7,65 12 0,23 B
8,00 7,91 12 0,23 B
3,00 8,26 12 0,23 B
7,00 8,37 12 0,23 B
5,00 8,43 12 0,23 B
Lotras distintas indican diferencias significativas (pe= 0,05}
11,31 -
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A 3.34 Grafico del analisis estadistico para evaluar la estabilidad durante el
almacenamiento del extracto obtenido de las corontas en estado sélido con base

enellnD



