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RESUMEN

Maiz, palabra de origen indio caribefio, significa literalmente «lo que sustenta la
vida». Botanicamente, el maiz (Zea mays) pertenece a la familia de las gramineas
y es una planta anual alta dotada de un amplio sistema radicular fibroso. El origen
de este cereal se cree comenzo segun estudios cientificos hace aproximadamente

7.000 afnos en el valle de Tehuacan Puebla México.

El maiz, en especial el pigmentado, destaca por la cantidad de propiedades que
previenen el envejecimiento, componentes denominados antocianinas poseen
importantes propiedades biologicas, entre ellas contribuir al control de
padecimientos como la diabetes Asimismo, también tienen una buena cantidad de

acido ferulico, uno de los antioxidantes mas potentes que se han encontrado.

El objetivo de este estudio fue determinar la influencia de la nixtamalizacion y
elaboracion de tortillas en 3 variedades de maiz (Zea mays L.), sobre el perfil de
compuestos fendlicos totales, antocianinas y capacidad antioxidante con la finalidad
de evaluar que porcentaje permanece en la tortilla despues del procesamiento del
maiz. Cada una de las variedades fue sometida a 3 tratamientos, (molienda de

grano, nixtamalizacion y elaboracion de la tortilla) .

Para el estudio se deshidrataron las muestras en una estufa a 40°C por 48 horas y
posteriormente se prepararon extractos acuosos auxiliados de agitacion. No se
observo disminucion sobre el contenido de compuestos fendlicos. El contenido de
compuestos fenolicos totales para los extractos acuosos se encontré entre 483.2'y
1336 y g atido galico/100g de masa seca.Para los valores de antocianinas, estas
se vieron bruscamente afectadas durante el procesamiento siendo el maiz rojo el
gue presenté el mayor porcentaje de perdida de antocianinas con 98% y el azul
73%. El porcentaje de potencial de reduccién mediante el ensayo ABTS, en la masa
azul se observé un 38,51%, el porcentaje mas alto se observé en la tortilla de maiz
rojo con 86.28%. Los porcentajes de capacidad antirradical mediante el ensayo
DPPH mostraron valores similares a ABTS siendo el porcentaje mas bajo la masa
azul con 5.84% y el mas alto la tortilla azul con 35.22%, sin embargo mostré
pequefia diferencia hacia la tortilla roja con 35.12%.



INTRODUCCION

Los antioxidantes son un grupo de nutrientes indispensables que se encuentran en
determinados alimentos y acttan protegiendo al organismo de sustancias oxidantes
como los radicales libres o las especies reactivas de oxigeno que desencadenan
procesos patologicos y de envejecimiento prematuro (Benitez Zequeira, 2006;
Ramos ML et al., (2006) ; Aubad et al., (2007); Mufiz Rodriguez, (2009).

Diversos estudios epidemiolégicos apoyan la relacibn entre el consumo de
alimentos ricos en compuestos fendlicos, una baja incidencia de cancer (Cooke et
al., 2005; Reed, 2002;).

Esencialmente, las defensas antioxidantes se dividen en dos grandes grupos:
enzimaticos y no enzimaticos; el primer grupo se refiere a enzimas que constituyen
la primera linea de defensa celular frente al dafio oxidante y éstas proporcionan una
funcién protectora frente a los oxidantes bioldgicos, disminuyendo la concentracion
intracelular de radicales libres. Entre ellas destacan la catalasa, superoxido
dismutasa, glutation peroxidasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, NADPH-
guinona oxidorreductasa y la epoxido hidrolasa, entre otras. El grupo no enzimatico,
como segunda linea de defensa, esta constituida por secuestradores de radicales
libres residuales que no hayan podido ser neutralizados por las enzimas
antioxidantes. Entre ellos podemos citar: glutation reducida, acido Urico,
transferrina, lactoferrina, taurina, ceruloplasmina, ubiquinol, bilirrubina, carotenoides
como la vitamina A, vitamina E, vitamina C, butilhidroxitolueno (BHT), melatonina,

entre otros (Allen y Tresini 2000).

Una vez superados los mecanismos antioxidantes del organismo es imposible
inactivar la reactividad quimica de las ERO o ERN, presentandose el estado
metabdlico de estrés oxidante, que se caracteriza por un desequilibrio entre la
produccion de especies reactivas del oxigeno y la capacidad antioxidante de las
células (Krinski y Yu, 2000).Las especies reactivas, generadas en situacion de
estrés oxidante, pueden iniciar procesos patologicos graves y favorecer su
progresion debido al impacto que tienen las ERO o ERN en las proteinas; pueden

afectar a proteinas de sefalizacion de gran importancia biolégica al inducir un



aumento o disminucién de su funcién, o la pérdida de esta (Halliwel y Whiteman,
2004; Levine y Stadtman, 2001).

Para prevenir la degeneracion o muerte celular ocasionada por las especies pro-
oxidantes, el ser humano debe ingerir en su dieta alimentos con propiedades
antioxidantes que neutralicen las especies reactivas oxidantes para mantener el
equilibrio redox del organismo; ademas de las vitaminas antioxidantes (Cy E) y los
carotenoides, existen otros compuestos denominados metabolitos secundarios,
presentes en los alimentos que ejercen una fuerte actividad antioxidante como son
los polifenoles, entre ellos, las antocianinas, los flavonoides y los taninos (Jing,
2006; Beltran-Orozco et al., 2009; Escamilla Jiménez et al., 2009). También se ha
reportado que estos alimentos tienen actividad antioxidante y pueden mejorar los
perfiles lipidicos en modelos experimentales (Xia et.al., 2006; Aviram et.al., . 2004)
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1. Antecedentes

1.1. Generalidades
El maiz es el cultivo nacional presente en todos los estados, los climas y en todas

las altitudes. Se siembran diversas variedades y se consume de distintas formas.



Es el principal cultivo tanto por la superficie que se siembra como por el volumen de
produccion que se obtiene. En México ningln otro cultivo tiene tanta importancia
como el maiz. Desde la perspectiva productiva, se ubica como el principal cultivo en
comparacion con el sorgo, trigo, cebada, arroz y avena, los cereales mas cultivados
en el territorio mexicano. El maiz grano representa 85% del volumen nacional de
cereales y 2.8 de la produccién mundial (SAGARPA, 2013).

Gran parte de la diversidad genética del maiz (Zea mays L.) est4 concentrada en el
continente Americano y principalmente en México. El maiz es consumido en esas
zonas geogréaficas en mudltiples formas, como tortillas, arepas, pinoles, atoles,
tostadas, botanas, tamales, elotes y otros muchos alimentos (Figueroa et al., 2005.).
La figura 1 muesta algunos de los subproductos mas comunmente consumidos en

México.

Figura 1. Subproductos del Maiz en México.

Un mexicano consume diariamente un promedio de 335 g de maiz, lo que equivale
a 122 kg/afio. Por tanto, si se considera una dieta de 2000 kcal, la poblacion
mexicana obtiene mas de la mitad de las calorias y proteinas de alimentos
producidos a partir del maiz (FAO, 2015.)

1.2. Clasificacion taxonémica

Entre las Maydeas orientales existen diversos géneros como Schleracne, Polytoca,
Chionachne, Trilobachne y Coix, siendo este ultimo el Unico que tiene cierta
importancia econémica en el sudeste de Asia. En general, solo Zea mays se

considera como una especie de gran importancia economica dentro de las Maydeas



(PALIWAL, 2001). Su clasificacién taxondémica esta bien estudiada (GBIF, 2013)
tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion taxonomica segun

GBIF, 2013.
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Poales
Familia Poaceae

1.3. Descripcion botanica

El maiz es una planta de porte robusto y de habito anual; el tallo es simple, erecto,
de elevada longitud alcanzando alturas de 2 a 6 m, con pocos macollos o
ramificaciones, su aspecto recuerda al de una cafa por la presencia de nudos y
entrenudos y su médula esponjosa. Las hojas nacen en los nudos de manera alterna
a lo largo del tallo; se encuentran abrazadas al tallo mediante la vaina que envuelve
el entrenudo y cubre la yema floral, de tamafio y ancho variable. Las raices primarias
son fibrosas presentando ademas raices adventicias, que nacen en los primeros
nudos por encima de la superficie del suelo, ambas tienen la mision de mantener a

la planta erecta (Jugenheimer, 1988).

1.4. Morfologia de la planta de maiz

El maiz es una planta cultivada desde la antigiiedad, hace mas de 7000 afios. Su
origen parece situarse en la zona de México, donde se han encontrado los vestigios
mas antiguos. Aunque hay varias plantas emparentadas con el maiz (Zea mays),
solo una es capaz de cruzarse con €l espontaneamente, se trata del Teosintle que
se encuentra en México y Guatemala. El Teosintle, segun algunos investigadores,
es la fuente del germoplasma de los maices actuales. El maiz es una planta anual,

de verano, de porte robusto y con un rapido desarrollo.
El maiz es una planta monoica, tiene flores masculinas y flores femeninas

separadas pero en el mismo pie. La flor masculina tiene forma de panicula y esta

situada en la parte superior de la planta. La flor femenina, la futura mazorca, se sitla
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a media altura de la planta. La flor esta compuesta en realidad por numerosas flores
dispuestas en una ramificacién lateral, cilindrica y envuelta por falsas hojas,
bracteas o espatas. Los estilos de cada flor sobresalen de las bracteas formando
las sedas. Cada flor fecundada formara un grano que estara agrupado en torno a

un eje grueso o zulo.

El nimero de granos y de filas de la mazorca dependera de la variedad y del vigor
del maiz. En general las variedades cultivadas en nuestro entorno contienen entre
600 6 1.000 granos por mazorca distribuidos entre 16 y 20 hileras (el rango oscila
entre 12 y 24 hileras) conteniendo unos 50 granos cada una. (PARSON, 2001.)

El cultivo del maiz es de régimen anual. Su ciclo vegetativo oscila entre 80 y 200
dias, desde la siembra hasta la cosecha. La estructura del maiz se presenta en la

figura 2.
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Figura 2. Estructura de la planta de maiz
Fuente: P. Font Q, 1993
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1.5. Estructura del grano de maiz

Los granos de maiz se desarrollan mediante la acumulacion de los productos de la
fotosintesis, la absorcion a través de las raices y el metabolismo de la planta de

maiz en la inflorescencia femenina denominada espiga. Esta estructura puede

contener de 300 a 1000 granos segun el numero de hileras y el diametro y longitud

de la mazorca.

El peso del grano puede variar mucho, de aproximadamente 19 a 30 g por cada 100
granos. Durante la recoleccion, las mazorcas de maiz son arrancadas manual o
mecanicamente de la planta. Se pelan las hojas que envuelven la mazorca y luego
se separan los granos a mano o, mas a menudo, mecanicamente. El grano de maiz
se denomina en botanica cariopside o cariopsis; cada grano contiene el revestimiento
de la semilla, o cubierta seminal, y la semilla, como lo muestra la figura 3 donde se
observan también las cuatro estructuras fisicas fundamentales del grano: primero,
se presenta el pericarpio (conocido también como cascara o salvado); segundo, el
endospermo; tercero, el germen también conocido como embrién y cuarto, la pilorriza

(tejido inerte en que se unen el grano y el carozo).
cascara
N

Epidermis. ]
£ SOCarpio

B-— Célutas transversalas

HH—— Calulas wwbulares 4
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Ceélulas llenas

de granuios de almidon

an una maiwdz proteica
Paredes de células

ENDOSPERMO

Escuteto
Pumula o
gémula y
hojas primarlas 4
Radicula © ralz
rudimentaria

GERMEN

Pilorriza

Figura 3. Estructura del Grano de Maiz
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La distribucion ponderal de las distintas partes del grano se indica en la tabla 2. Al
endospermo, la parte de mayor tamafo, corresponde cerca del 83 por ciento del
peso del grano, en tanto que el germen equivale por término medio al | | por ciento
y el pericarpio al 5 por ciento. El resto esta constituido por la pilorriza, estructura

conica que junto con el pedicelo une el grano a la espiga (FAO, 2013).

Tabla 2. Distribucion ponderal de las principales partes del grano

Pericarpio 5-6

Aleurona 2-3

Endospermo 80-85
1.6. Germen 10-12 Fisiologia
del maiz

La fisiologia del maiz esta determinada, en gran medida, por el factor genético. La
forma de crecimiento y desarrollo de la planta depende de las condiciones
ambientales, solo hasta cierto punto. Bajo condiciones apropiadas de temperatura,
humedad y aireacion, el maiz germina dentro de los seis dias posteriores a la
siembra. No requiere de luz para germinar y, en general no presenta problemas de
latencia o dormancia. El cambio de la fase vegetativa a la fase productiva se
produce mas temprano, cuando el periodo de cultivo coincide con dias cortos.
Durante dias largos, el maiz florece tardiamente. La disposicion floral favorece una
polinizacion cruzada. Bajo condiciones normales, la autofecundacion es alrededor
de 5%. La diseminacion del polen se efectia por medio del viento, la gravedad y las
abejas (PARSON, 2001).

El maiz es un cultivo que necesita suelos estructurados, fértiles y profundos que
permitan el desarrollo de las raices, que eviten los encharcamientos siendo al
mismo tiempo capaces de almacenar agua, y que permitan un aprovechamiento
Optimo de los nutrientes (PARSON, 2001.)

1.7. Composicion quimica del maiz

En la tabla 3 se presenta la composicion quimica del maiz.

Tabla 3. Composicion quimica proximal de las partes del grano de maiz (%)

Componente Pericardio Endospermo Germen  Total % bg
guimico (%) (%) (%)
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Proteinas 3.7 8.0 18.4 9.91

Extracto etéreo 1.0 0.8 33.2 478
Fibra cruda 86.7 2.7 8.8 2.66
Cenizas 0.8 0.3 10.5 1.42
Almidon 7.3 87.6 8.3 71.5
Azucar 0.34 0.62 10.8 2.58

nbs: base seca

1.7.1. Almidén

El componente quimico principal del grano de maiz es el almidén, al que
corresponde hasta el 72-73% del peso del grano. Otros carbohidratos son azlcares
sencillos en forma de glucosa, sacarosa y fructosa, en cantidades que varian del |
al 3% del grano. El almidon esta formado por dos polimeras de glucosa: amilosa y
amilopectina. La amilosa es una molécula esencialmente lineal de unidades de
glucosa, que constituye hasta el 25-30% del almidon. El polimero amilopectina
también consiste de unidades de glucosa, pero en forma ramificada y constituye
hasta el 70-75% del almidon (Boyer y Shannon, 1987).

1.7.2. Proteinas

Después del almidon, las proteinas constituyen el siguiente componente quimico
del grano por orden de importancia. En las variedades comunes, el contenido de
proteinas puede oscilar entre el 8 y el 11% del peso del grano, y en su mayor parte
se encuentran en el endospermo. Las proteinas de los granos del maiz han sido
estudiadas ampliamente, y segun Landry y Moureaux (1970; 1982), estan formadas
por lo menos por cinco fracciones distintas. Conforme a su descripcion, las
albuminas, las globulinas y el nitrégeno no proteico totalizan aproximadamente el

18% del total de nitrdgeno, con proporciones del 7, 5y 6%, respectivamente.

1.7.3. Aceite y acidos grasos
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El aceite del grano de maiz estd fundamentalmente en el germen y viene
determinado genéticamente, con valores que van del 3 al 18%. El aceite de maiz
tiene un bajo nivel de acidos grasos saturados: acido palmitico y esteérico, con
valores medios del 11% y el 2%, respectivamente. En cambio, contiene niveles
relativamente elevados de acidos grasos poliinsaturados, fundamentalmente acido

linoleico, con un valor medio de cerca del 24%.
1.7.4. Fibra dietética

Después de los hidratos de carbono (principalmente almidén), las proteinas y las
grasas, la fibra dietética es el componente quimico del maiz que se halla en
cantidades mayores. Los hidratos de carbono complejos del grano de maiz se
encuentran en el pericarpio y la pilorriza, aunque también en las paredes celulares

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

1.7.5. Otros Carbohidratos

El grano maduro contiene pequefias cantidades de otros carbohidratos, ademas de
almidén. El total de azicares del grano varia entre el 1y el 3%, y la sucrosa, el
elemento mas importante, se halla esencialmente en el germen. En los granos en
vias de maduracién hay niveles mas elevados de monosacaridos, disacéaridos y
trisacaridos. Doce dias después de la polinizacién, el contenido de azlcar es
relativamente elevado, mientras que el de almidon es bajo. Conforme madura el

grano, disminuyen los azlcares y aumenta el almidon.
1.7.6. Minerales

El mineral que mas abunda es el fosforo, en forma de fitato de potasio y magnesio,
encontrdndose en su totalidad en el embrion con valores de aproximadamente
0,90% en el maiz comun y cerca del 0,92% en el maiz opaco-2. Como sucede con

la mayoria de los granos de cereal, el maiz tiene un bajo contenido de Ca y de

oligoelementos.

1.7.7. Vitaminas liposolubles
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El grano de maiz contiene dos vitaminas solubles en grasa, la provitamina A, o
carotenoide, y la vitamina E. Los carotenoides se hallan sobre todo en el maiz
amarillo, en cantidades que pueden ser reguladas genéticamente, en tanto que el
maiz blanco tiene un escaso o nulo contenido de ellos. El B-caroteno es una fuente
importante de vitamina A, aunque no totalmente aprovechada pues los seres

humanos no consumen tanto maiz amarillo como maiz blanco.

La otra vitamina liposoluble, la vitamina E, que es objeto de cierta regulacion
genética, se halla principalmente en el germen. La fuente de la vitamina E son cuatro
tocoferoles; el mas activo biolégicamente es el U-tocoferol; aunque el - -tocoferol es

probablemente mas activo como antioxidante.
1.7.8. Vitaminas hidrosolubles

Las vitaminas solubles en agua se encuentran sobre todo en la capa de aleurona
del grano de maiz, y en menor medida en el germen y el endospermo. La vitamina
soluble en agua a la cual se han dedicado mas investigaciones es el acido
nicotinico, a causa de su asociacion con la deficiencia de niacina, o pelagra,
fendbmeno muy difundido en las poblaciones que consumen grandes cantidades de

maiz (Christianson et al., 1968).

1.8. Valor nutritivo

A través de generaciones los maices han conservado importantes compuestos
fitoquimicos conocidos como nutracéuticos, con probados efectos positivos en
nutricién y salud, como: fibra dietética (soluble e insoluble), compuestos fendlicos,
carotenoides, xantofilas, triglicéridos ricos en acidos grasos omega 6, fitoesteroles,
policosanoles y micronutrientes como tocoferoles y tocotrienoles, fosfolipidos que
proveen colina e inositol, y vitaminas con propiedades nutracéuticas como el acido
félico, tiamina y niacina. El comun denominador de la mayoria de los nutracéuticos
es su capacidad antioxidante que contrarresta los radicales libres responsables de
causar la oxidacion de membranas y dafio al ADN, lo que promueve enfermedades
como cancer, fibrosis, problemas cardiovasculares y envejecimiento (Serna-
Saldivar, 2009; Serna-Saldivar et al., 2011).
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El procesamiento del maiz con diferentes perfiles nutracéuticos afecta
significativamente la cantidad y biodisponibilidad de estos compuestos. Por ejemplo,
el proceso de nixtamalizacion propicia que parte de la fibra dietética y muchos
compuestos fendlicos simples y antocianinas se pierdan en la coccion alcalina, pero
los compuestos que quedan asociados al nixtamal tienen una mejor
biodisponibilidad (Serna-Saldivar, 2009).

1.9. Compuestos fendlicos en maices pigmentados

El grano de maiz produce diversos tipos de compuestos fendlicos que son
categorizados como simples, flavonoides y antocianinas. Todos los maices
contienen fendlicos simples, mientras que solamente los maices pigmentados como
el azul o morado contienen cantidades significativas de antocianinas. El acido
ferulico es el compuesto fendlico presente en mayor cantidad en maiz, donde se le
puede encontrar en forma ligada, libre y condensada. Otro importante grupo de
antioxidantes son | os carotenoi-camenoysooxant of i |
convertidos en la forma activa de la vitamina A o retinol. El maiz amarillo es rico en
carotenos y xantofilas, en contraste con el blanco que contiene cantidades
insignificantes de estos importantes nutracéuticos (Serna-Saldivar et al., 1990;
Serna-Saldivar, 2009; 2011.

Los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en
el reino vegetal. Se localizan en todas las partes de las plantas y su concentracion
es variable alo largo del ciclo vegetativo. Los compuestos fenolicos estan asociados
al color, las caracteristicas sensoriales (sabor, astringencia, dureza), las
caracteristicas nutritivas y las propiedades antioxidantes de los alimentos de origen
vegetal. La caracteristica antioxidante de los fenoles se debe a la reactividad del
grupo fenol (Robbins, 2003; Kahkénen et al., 2001).

1.9.1. Estructuras de los compuestos fendlicos

El término compuestos fenolicos comprende aproximadamente 8000 compuestos
gue aparecen en la naturaleza. Todos ellos poseen una estructura comun: un anillo
fenol -un anillo aromético que lleva al menos un sustituyente hidroxilo, como se

puede observar en la figura 4. (Robbins, 2003).
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Figura 4. Estructura basica de un compuesto fendlico

OH

Se pueden clasificar estructuralmente estos compuestos de acuerdo alatabla 4, la

mayoria de los cuales se pueden encontrar en las frutas, siendo estos una excelente

fuente de polifenoles mayor a las verduras (Macheix et al. 1990), siendo la mejor

fuente algunas bebidas como el vino tinto, café y té (Scalbert y Williamson, 2000).

Atomos de
carbono

7

10

13
14

15

Tabla 4. Principales clases de compuestos fendlicos

Estructura
Basica

Ce--Ca

Cs--Cs

Cs--Ca

Cs-- C1- Cs
Cs-- C2- Cs

Cs-- C2- Cs

Macheix et al. 1990.

Clase

Acido
hidroxibenzoico
Acido
hidroxibenzoico
cumarinas

Naftoquinonas

Xantonas
Estibenos

Flavoniodes
Isoflavonoides
Ligninas
Taninos

19

Ejemplo

p_
hidroxibenzoico

cafeico
scoolina

Juglona

Mangiferina
Resveratrol
quercetina
cianidina
daidzeina

Fruto (Ejemplo)

Fresa

Manzana
Citricos

Nuez

Mango
Uva
Cereza

Frijol de soya
Frutos con hueso



Otros polifenoles que se consideran importantes en los alimentos y en la misma
alimentacién, son el acido galico, sinaptico, ferulico, cafeico, p— cumarico, y sus
derivados asi como los flavonoides y sus glucésidos. Las antocianinas y flavonoles

son pigmentos importantes en una gran variedad de frutas y verduras. (Lee, 1992).

1.9.2. Biosintesis de compuestos fendlicos

Estos compuestos se sintetizan a partir de dos principales rutas metabdlicas: la ruta
del shikimato la cual origina directamente fenilpropanoides como los &cidos
hidroxicinamicos (figura 5y figura 6 ); y la ruta del acetato, la cual produce fenoles

simples y algunas quinonas (Decker, 1997).

.
HO/™\ Ruta del / \
Ciclo de Calvin — ( )-COH —;‘%\—p \/ —CH,CHCO,H
\ / shikimato ez A rLH
HO .
Acido shikimico Fenilalanina
P4 s
Fepoles « 7 Nﬁ 3/
.o, @ /g;.-/--'Hidroxiacetofenonas
scido hidroxbenzoico <% Ho—  M-CH=CHCOH + Hidroxicumari
| _/ e idroxicumarinas
! Acido p-hidroxicinamico
algunas quinonas / * N P
¥ 3malonato N\
/" Xico; "
K N 7\
Flavonoides HO—  )~CH=CHCH,OH
5 Xantonas \=/
Isoflavonoides ¢

| hidroxicinamili
Hidesdstiibirios ‘acoholp- idroxicinamilico

”
” |
”~

Reduccniry /Polimerizacién

.f/“
P s

’

Flavolanos _ .. Yy
Fenilpropanos Lignanos Ligninas

Dimenzacion iPohmcnzacuOn

Figura 5. Biosintesis de los compuestos fendlicos a partir de la via del
shikimato y fenilalanina
Fuente; Harborne, 1989.
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El grupo méas importante de los compuestos fendlicos son los flavonoides,
incluyendo flavonas, isoflavonas y antocianidinas, las que se forman via
condensacion del fenilpropano (C6 — C3), con la participacion de 3 moléculas de
malonil coenzima A, la cual permite la formacion de chalconas, que posteriormente
se ciclan en condiciones &cidas. Por lo que los flavonoides tienen la estructura
basica de los difenilpropanocides (C6 — C3 — C6) que consiste en dos anillos
aromaticos unidos a 3 carbonos que forman un anillo heterociclico oxigenado. El
estado oxidativo de esta cadena de 3 carbonos, determinan las diferentes clases de
flavonoides. Los flavonoides incluyen antocianinas (glucosidos 6 acilglucésidos de
las antocianidinas), flavanoles (catequinas), flavonoles, flavonas, isoflavonas,

flavononoles y sus derivados como se indica en la figura 6.
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Fenilalanina

j FAL

(Co-cs
{Cs ] ; Acido cindmico

Lignano \
| | 3 Malonil CoA
C3 - ._ C.
n Stnlbeno

Lignina . Fenil propanoide  Sintasa Stilbeno

; - / 3 Malonil CoA
Chalcona
@ Cs sintasa
n
Suberina, cutina

+ acidos grasos Chalcona
+ alcoholes grasos
+ acidos dicarboxilicos l

@@ — @@

Tanino Flavanoide
- Flavona
- Flavonol
- Flavonona
- Flavononol

Figura 6. Formacion de fenilpropanoides, estilbenos, lignanos, ligninas,
suberinas, cutinas, flavonoides y taninos a partir de la fenilalanina. FAL:
Fenilalanina amonio liasa.

Fuente; Shahidi y Naczk 2004.
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1.9.3 Actividad bioldgica de los compuestos fendlicos

La actividad antioxidante de los compuestos fenolicos es el origen de funciones
biol6gicas tales como la antimutagénica, anticancerigena y antienvejecimiento
(Velioglu et al, 1998; Proestos et al, 2005).

Un aumento en la ingesta de antioxidantes fenolicos naturales se correlaciona con
una reduccion de las enfermedades coronarias. Dietas ricas en compuestos
fendlicos se asocian con mayor expectativa de vida. Estas propiedades incluyen
actividad anti- cancer, antiviral, antinflamatoria, efectos sobre la fragilidad capilar, y
habilidad para inhibir la agregacion de las plaquetas humanas. Estos compuestos
pueden moderar la peroxidacion de los lipidos involucrados en la aterogénesis,
trombosis y carcinogéne- sis. Sus propiedades conocidas incluyen la captura de
radicales libres, fuerte actividad antioxidante, inhibicion de las enzimas hidroliticas
y oxidativas (fosfolipasa A2, ci- cloxigenasa, lipoxigenasa) y accion antinflamatoria
(Siddhuraju et al., 2003).

1.9.4. Actividad antioxidante de los compuestos fendlicos

El comportamiento antioxidante de los compuestos fendlicos parece estar
relacionado con su capacidad para quelar metales, inhibir la lipoxigenasa y captar
radicales libres, aunque en ocasiones también pueden promover reacciones de
oxidacion in vitro (Decker, 1997). Por lo que los polifenoles pueden prevenir a la

oxidacion lipidica, la mutacién del DNA vy el dafio del tejido (Figura 7).
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30, HO, LH
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( Especies Reactivas del Oxigeno ) LOH, HO
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/
N\

Fendlicos----------e-becccccccccu-.

Dano del Tejido

Figura 7. Consecuencias de las ERO en enfermedades y el papel preventivo
de los polifenoles
Fuente; Shahidi y Naczk, 2004.

1.10. Antocianinas

Las antocianinas son un grupo de pigmentos de color rojo, hidrosolubles,
ampliamente distribuidos en el reino vegetal (Fennema, 2000). Son parte de los
compuestos fendlicos conocidos como flavonoides con un anillo-A benzoil y un

anillo-B hidroxicinamoil (Strack y Wray, 1989).

1.10.1 Tipos de antocianinas

Las antocianinas son glucosidos de antocianidinas, pertenecientes a la familia de
los flavonoides, compuestos por dos anillos aromaticos Ay B unidos por una cadena
de 3 C. Variaciones estructurales del anillo B resultan en seis antocianidinas

conocidas como se muestra en la figura 8.
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Aglicona Substitucion I max (nm)
R1 R2 Espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranjaojo)
Delfinidina OH OH 508 (azurojo)
Peonidina OCH3 H 506 (naranjaojo)
Petunidina OCH3 OH 508 (azurojo)
Malvidina OCH3 OCH3 510 (azurojo)

Figura 8. Estructuray sustituyentes de las antocianinas
(Durst y Wrolstad, 2001).

El color de las antocianinas depende del numero y orientacion de los grupos
hidroxilo y metoxilo de la molécula. Incrementos en la hidroxilacion producen
desplazamientos hacia tonalidades azules mientras que incrementos en las
metoxilaciones producen coloraciones rojas.

En la naturaleza, las antocianinas siempre presentan sustituciones glicosidicas en
las posiciones 3 y/o 5 con mono, di o trisacaridos que incrementan su solubilidad.
Dentro de los sacaridos glicosilantes se encuentran la glucosa, galactosa, xilosa,
ramnosa, arabinosa, rutinosa, soforosa, sambubiosa y gentobiosa. Otra posible
variacion en la estructura es la acilacion de los residuos de azucares de la molécula
con acidos organicos. Los acidos organicos pueden ser alifaticos, tales como:
maldnico, acético, malico, succinico u oxalico; o aromaticos: p-coumarico, caféico,
ferdlico, sinapico, galico, o p-hidroxibenzoico. (Stintzing et al., 2002), demostraron
gue el tipo de sustitucion glicosidica y de acilacién producen efectos en el tono de
las antocianinas; es asi como sustituciones glicosidicas en la posicion 5 al igual que

acilaciones aromaticas, producen un desplazamiento hacia las tonalidades purpura.
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1.10.2. Fuente de Antocianinas

La principal fuente de antocianinas son frutas rojas, principalmente bayas y uvas
rojas, cereales, principalmente maiz morado, vegetales y vino rojo entre las bebidas
(Harbone, 1993; Escribano-Bailon et al., 2004).

1.10.3. Accion de las antocianinas

Las antocianinas tienen la habilidad de capturar radicales libres como el superéxido

(Oi), oxigeno (Oi), peroxido (ROO- ), perdxido de hidrégeno (HiOi) y radicales de

hidroxilo (OH-). La accion antioxidante de las antocianinas es atribuida

especificamente a la presencia de grupos hidroxilos en la posicion 3 del anillo C y

en | as posiciones 3, 4’ y 5’ del ani
antioxidante de las antocianidinas (agliconas) es superior al de antocianinas,

capacidad que se incrementa al aumentar el nimero de azUcares en la molécula.

Los efectos antioxidantes de las antocianinas in vitro se han demostrado en varios

cultivos celulares de células de colon, endoteliales, hepaticas y leucocitos (Wang y

Stoner, 2008).

1.10.4. Antocianinas en maiz

En maiz la mayoria de las antocianinas derivan de cianidina. Hay antocianinas cuya
estructura esta conformada por la antocianidina y un azucar unido comunmente a
la posicion 3 'de la estructura de tres carbonos, y son las de tipo no acilado. Sin
embargo, es posible que al azucar se una un radical acilo proveniente de acidos
organicos, ya sean alifaticos o aromaticos; cuando esto ocurre se generan las
antocianinas de tipo aciladas (De Pascual-Teresa y Sanchez-Ballesta, 2008). La

presencia de grupos acilo en la molécula de antocianina le confiere estabilidad al
pigmento ante condiciones extremas de pH y temperatura (Dougall et al., 1997). En

las antocianinas no aciladas el principal azucar es glucosa (Aoki et al., 2002),
aunque algunos investigadores han identificado también al disacéarido rutinosa
(Abdel-Aal et al., 2006; Zilic et al., 2012).

En el grano se ha reportado la presencia de antocianinas principalmente en el
pericarpio, en la capa de aleurona, o en ambas estructuras (Salinas et al., 2005; Cui
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et al., 2012). El contenido de antocianinas totales en los granos de maiz puede
variar en funcion del color del grano. En los maices con tonalidades azul/morado,
purpura o magenta el contenido es mayor que en los granos de color rojo (Lopez-

Martinez et al., 2009; Zilic et al., 2012). En la figura 10 se muestra la estructura

guimica de las antocinaninas mas abundantes en los granos de maiz azul y morado.
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Figura 9. Estructuras qu@nicas de las antocianinas mag abundantes en el
grano de ma&de color azul/mogrado.
A) cianidina 3-glucogido, B) cianidina 3-( 6-malonilglucosido).
Fuente: Fossen et al., 2001.

1.10.5. Factores que afectan la estabilidad de las antocianinas

1.10.5.1 Efecto del pH

Las antocianinas pueden encontrarse en diferentes formas quimicas dependiendo
del pH, es decir que este factor influye en su estructura y por lo tanto en su
estabilidad (Figura 10). A pH 1 predomina el cation flavilio que es de color rojo y es
la forma mas estable de las antocianinas (Figura 10 A), a valores de pH entre 2y 4
ocurre la pérdida de un protén y adicion de agua, encontrandose las antocianinas
preferentemente bajo la formas quinodales (Figura 10 B. C y D) de color azul. A pH
entre 5y 6 se observan las especies pseudobase carbinol, que es incolora (Figura
10 E), y chalcona, de color amarillo (Figura 10 F), ambas bastante inestables. A pH
superiores a 7 se produce la degradacién rapida de las antocianinas por oxidacion
con el aire.

Esta reaccion se ve afectada, ademas del pH, por la presencia de sustituyentes

presentes en el anillo B (Moldovan et al., 2012; Castafieda-Ovando et al.,2009a,;
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Garzon, 2009).
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Figura 10. Estructura de las antocianinas a diferentes valores de pH. Dénde R1=H
o glucido, R2 y R3= H o metilo (Castafieda-Ovando et al., 2009a).

1.10.5.2 Efecto de la temperatura

La temperatura es otro de los factores criticos que influyen en la degradacion de
antocianinas (Min-Sheng y Po-Jung, 2007). Las conversiones estructurales de las
antocianinas son reacciones endotérmicas. Resisten bien procesos térmicos a altas
temperaturas durante cortos periodos de tiempo. Por efecto del calor (a
temperaturas por encima de los 60°C) se degradan segun una cinética de primer
orden. En general las caracteristicas estructurales que conducen a una mayor
estabilidad al pH son las mismas que conducen a una mayor estabilidad térmica.
Por lo tanto las antocianinas altamente hidroxiladas son menos estables
térmicamente que las metiladas, glicosidadas o acetiladas (Fennema, 2000).
Incrementos de temperatura provocan pérdidas del azlicar glicosilante en la
posicion 3 de la molécula y apertura de anillo, con la consecuente produccion de

chalconas incoloras (Garzon, 2008).

1.10.5.4 Copigmentacion
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La copigmentacion es uno de los principales factores de estabilizacion de la
estructura del cation flavilio in vivo (Sari et al., 2012; Kopjar et al., 2011; Gradinaru
et al., 2003). Las formas coloreadas de las antocianinas pueden estabilizarse por
interaccion con componentes, llamados copigmentos, que existen en las células de
las flores, frutas y berries (Rein, 2005). Los copigmentos pueden ser flavonoides,
polifenoles, alcaloides, aminoacidos, acidos organicos y grupos acilo aromaticos,
entre otros (Sari et al., 2012; Lewis y Walker, 1995).

La copigmentacion se lleva a cabo en un rango de pH acido (Mazza, 1995) y puede
ocurrir a través de una serie de interacciones. Los mecanismos mas importantes
son las: copigmentaciobn intermolecular, copigmentacion intramolecular,

autoasociaciéon y formacién de complejos de metales (Figura 11).

Autoasociacion Copigmentacion intermolecular Complejacion con metales
e «——— L = Mg -9

.: —. ¢ Mg e

A ) B C

Copigmentacion intramolecular
COOOTTTTTD | —_—

% Aglicona Azicar Copigmento Acido

D

FIGURA 11. Interacciones de Antocianinas (Rein, 2005)

1.11. Nixtamalizacion

Este es el principal proceso de transformacion del maiz para su consumo Yy fue
desarrollado por los aztecas antes de la época precolombina: nixtamalizacion (del

nahuatl, next li, cal de cenizas; y tamalli, masa cocida de maiz) (Cabrera, 1992).

El maiz nixtamalizado es molido en un metate para producir la masa que se utiliza
para formar a mano discos que luego son cocidos en un comal de barro. Es
importante indicar que el proceso de molienda requiere la adicién de agua y que la
masa llega a tener de 48 a 55% de humedad. Finalmente el disco de masa, de

aproximadamente 20 centimetros de diametro, se cuece permitiendo que un lado
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de la tortilla esté en contacto con el calor de 30 a 45 segundos, se voltea para cocer
el otro lado durante un minuto y otra vez el lado inicial por otros 30 segundos para
completar la coccién. El producto resultante era llamado en nahuatl tlaxcalli y fue

nombrado tortilla por los espafioles.(Paredes et al.,., 2009)

El proceso de nixtamalizacion tradicional involucra cambios quimicos, estructurales
y nutricionales en los diversos constituyentes del grano (Gémez et al., 1989;
Bressani, 1990; Serna-Saldivar et al., 1990; Ramirez-Wong et al., 1994; Rojas-
Molina et al., 2007).

1.11.1. Factores que influyen en el proceso de nixtamalizacion

Los factores que influyen en el proceso de nixtamalizacion son: tiempo y
temperatura de cocimiento, clase y concentracion de cal, caracteristicas fisicas y
guimicas del maiz (tipo de endospermo, estructura del grano, dureza,
homogeneidad en tamano ,porcentaje de grano danado, relacion
amilosa:amilopectina) frecuencia de agitacion durante el cocimiento, asi como
procedimientos de lavado y reposo (Trejo et al. 1982; Lopez y Segurajauregui, 1986;

Rooney y Serna et al., 1988; Baéz y Martinez, 1990).
1.11.2. Efecto de la nixtamalizacién sobre la biodisponibilidad de nutrientes

Los procesos de conversion de un alimento crudo a uno listo para su consumo
pueden afectar la biodisponibiidad de los nutrientes y en el caso de la
nixtamalizacién del maiz, las condiciones alcalinas, las temperaturas, el tiempo de
coccion y la presencia de altos niveles de calcio, podran interferir con la

bioutilizacion de nutrientes en la tortilla (Contreras, 2009).
1.11.3. Cambios en el maiz inducidos por el proceso

La conversion del maiz en masa y luego en tortilla involucra un proceso en el cual
ademas del tipo de maiz, participan la adicion de agua, de hidroxido de calcio,
tratamiento térmico, periodo de remojo y la accion de la molienda. Estos factores
inducen cambios en la estructura del grano, en su composicion quimica, en sus

propiedades de funcionalidad y en valor nutritivo.
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1.11.4. Cambios estructurales en el grano de maiz

La coccién alcalina del maiz por periodos de tiempo de alrededor de 35-60 min,
asociada al remojo en medio alcalino por 8-14 h, causa un rompimiento parcial del
pericarpio, que se remueve facilmente con una simple frotaciony lavado del grano.
La eliminacién del pericarpio facilita la absorcion de agua y de calcio, ya que
representa la primera barrera a este proceso. Esta estructura de grosor variable
entre maices esta formada por celulosa, hemicelulosa, lignina y proteinas fijadas en
estos compuestos. ElI pH alcalino solubiliza y desintegra esa estructura,

contribuyendo a darle a la masa caracteristicas de suavidad y plasticidad.

La coccion alcalina induce una hinchazon y debilitamiento de la pared celular y de
los componentes de la fibra, lo que permite y facilita la eliminacién del pericarpio.
Esta se inicia durante la coccion, continua durante el remojo del grano y se completa
durante el lavado del maiz cocido para dar el nixtamal. El peso seco del grano del
maiz al inicio disminuye con el tiempo de coccion para luego aumentar a valores
similares a los iniciales. Este comportamiento puede deberse a pérdidas de
materiales organicos que salen del grano al medio de coccion. El incremento en
peso deberse posiblemente a la absorcion del calcio que se inicia durante la coccion

y continla durante la fase de remojo.

La capa aleurdnica y sus células quedan intactas y pegadas a la superficie del
endospermo, sirviendo como una estructura de retencion del mismo. Posiblemente
debido a la caracteristica de semipermeabilidad de la capa aleurdnica, se reduce la
pérdida de proteinas del endospermo y el nitrogeno que se pierde puede ser de
proteinas de muy bajo peso molecular (Paredes y Saharopulos, 1982; Serna et al.,
1990; Rojas et al., 2007).

1.11.5. Cambios en el contenido de antocianinas de productos nixtamalizados

La estabilidad de las antocianinas depende principalmente de la presencia de luz,
oxigeno, pH, presencia de iones metalicos (Ca?*) y de la temperatura (Bordignon-
Luiz et al., 2007), y por ello los maices que contienen estas biomoléculas son

dificiles de procesar. Durante la NT y otros procesos alternos, ocurren varios de los
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factores antes mencionados.

Durante el procesamiento por NT el maiz es sometido a condiciones de alto
contenido humedad, calor (80 a 105 °C) y un pH elevado (11 a 12). La NT reduce
significativamente el contenido de antocianinas en los maices pigmentados, pérdida
gque se debe a que gran cantidad de estos compuestos se solubilizan en el agua de
coccion con pH elevado y temperatura extrema, lo que degrada a los compuestos.
Ademas, otras estructuras quimicas derivadas de los polifenoles son afectadas por
el rompimiento de enlaces éster, y como consecuencia se liberan los fenoles a la
solucién de cocimiento. La mayor parte de estos compuestos se encuentran en el
pericarpio del grano, y son eliminados durante el lavado del nixtamal (De la Parra et
al., 2007).

Salinas-Moreno et al. (2007) reportaron mayores contenidos de fenoles totales y
libres en muestras de masas y tortillas nixtamalizadas mediante el método
tradicional, comparados con los valores encontrados en el grano crudo, y también
describieron algunos de los efectos de la NT en el oscurecimiento de masas y

tortillas elaboradas con maices comerciales.

Por su parte, Lopez-Martinez et al. (2011) evaluaron el efecto de la NT sobre el
contenido de antocianinas y la capacidad antioxidante en tortillas elaboradas con
maiz blanco, azul, rojo y morado. Encontraron una disminucién en el contenido de
antocianinas y fenoles debida al tratamiento térmico alcalino. Sin embargo, la masa
y tortilla del maiz morado 'Veracruz 42' presentaron una mayor capacidad
antioxidante, lo que atribuyeron al elevado contenido de antocianinas y fenoles
presentes en esta variedad de maiz, demostrando asi que la pérdida de
antocianinas esta relacionada con la variedad de maiz utilizada. Estos autores
también reportaron un incremento en la capacidad antioxidante al cocer la masa

para obtencion de tortillas, debido probablemente al aumento de fenoles solubles.

1.12. Tortilla
La tortilla de maiz es uno de los alimentos tradicionales mas importantes en México,

el proceso mediante el cual se obtiene es conocido como nixtamalizacion. Las
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tortillas se pueden encontrar en color blanco, amarillo, rojo y azul, esto se debe a
los pigmentos naturales contenidos en las distintas variedades de maiz con el que

se elaboran.

Dichos pigmentos que se encuentran en el maiz estan constituidos por fenoles,
antocianinas y flavonoides, a los cuales, presentes en otros alimentos, se les ha
atribuido la propiedad de inducir enzimas de fase 2 como la glutation-S-transferasa
(GST) y quinona oxidoreductasa 1 (QR). Ademas la tortilla contiene un contenido
significativo de fibra, a la cual se le atribuye la capacidad de reducir los niveles de
colesterol y triglicéridos y di smi nuye
glucoronidasa en el colon. Las enzimas de fase 2 son enzimas quimioprotectoras
gue funcionan desintoxicando y eliminando metabolitos carcinGgenos en diferentes
tejidos corporales, especialmente en el higado e intestinos, disminuyendo el riesgo
de <contraer cancer . De manera simil ar
glucorénidasa en el intestino disminuye el riesgo de contraer cancer. Por otro lado
existe una relacion alta entre los niveles bajos de colesterol y triglicéridos y el riesgo
de contraer cancer. Por lo tanto, el consumo de tortilla podria tener un efecto quimio

protector contra el cancer y enfermedades coronarias (Guerreroy Loarca, 2011).

1.12.1. Ingesta de tortilla en la dieta

Guerrero y Loarca, (2011) realizaron pruebas en ratas y en general, los tratamientos
con las dietas adicionadas con tortilla de maiz rojo y blanco mostraron un
significativo cambio en los parametros relacionados con el riesgo de contraer
cancer, lo que demuestra la importancia de consumir tortilla en la dieta diaria. En
base a los resultados mostrados se encontré que la concentracion de 27% mejora

significativamente los marcadores de riesgo asociados a cancer de colon.

1.13 Deteccidn e identificacion de Antocianinas

Las propiedades espectrales son a menudo usadas para la caracterizacion de
antocianinas, especialmente para identificar el tipo de antocianina. El andlisis
espectrométrico UV es la técnica usada comunmente para identificar y cuantificar
antocianinas. Como se describio anteriormente, el espectro de absorcion de las

antocianinas depende del pH. La absorcion maxima a 520-540 nm en la region
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visible es la longitud de onda mas comun usada en la medicion espectrofotométrica
de antocianinas (Horbowicz et al., 2008).
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2. ODbjetivo



2.1 Evaluar el efecto de la nixtamalizacién sobre los compuestos fendlicos totales,
antocianinas y actividad antioxidante de las variedades de maiz amarillo, rojo y
azul.

Objetivos Especificos

2.1.1 Cuantificar y comparar el contenido de compuestos fendlicos totales en el
grano crudo, masa Y tortilla de las variedades de maiz amarillo, rojo y azul

2.1.2 Determinar el contenido de antocianinas de los granos crudos, la masa

resultante de la nixtamalizacién vy las tortillas de las 3 variedades de maiz.

2.1.3 Determinar la actividad antioxidante de los granos crudos, la masa resultante

de la nixtamalizacion vy las tortillas de las 3 variedades de maiz.
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3. Hipotesis



La nixtamalizacién afectara el contenido de compuestos fenolicos, antocianinas y

actividad antioxidante de las tres variedades de maiz.
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4. Materiales

vy Métodos



4.1 Reactivos
Reactivo de Folin-Ciocalteu, acido galico, carbonato de sodio, etanol, persulfato de

de potasio, 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico (Trolox), metanol,
DPPH"  (2,2-difenil-1-picrilhidro), peréxido de hidrégeno H202, 2-2"-azinobis (3-
etilbenziatoline-6-acido sulfénico (ABTS), R-caroteno, cloroformo, a-tocoferol,
tween 20, &cido linoleico.

El agua utlizada en el experimento fue grado potable, utilizando una marca
comercial.

4.2 Maiz

Las variedades de maiz utilizadas en este estudio se obtuvieron de mercados

regionales del estado de México entre los meses de Mayo y Julio de 2015, se

utilizaron 3 variedades (Figura 12).

Figura 12. Variedades de granos de maiz utilizados en el estudio
a) maiz rojo; b) maiz azul ; ¢) maiz amarillo

Se seleccionaron los granos de tamafo y color uniforme, libre de dafio visible y
hongos.

En el caso de los granos crudos se molieron en un molino de granos ( Krupstype
408) hasta obtener una harina fina y posteriormente se almaceno a temperatura
ambiente en frascos de plastico y protegidos de la luz hasta el momento de ser

utilizados.

4.3. Propiedades fisicas de los granos

4.3.1. Peso

Dentro de las propiedades fisicas se evalu6 el peso del grano de maiz con la técnica
de peso de los 1000 granos. Para esta determinacion se pesaron 100 granos de
cada una de las variedades en una balanza analitica marca Ohaus y el resultado
obtenido se multiplicé por 10 para obtener el peso total de los granos (Mohamed et
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al., 1993)

4.3.2 Dureza

La dureza del endospermo se determind al evaluar la proporcion de granos que
flotan en una solucion de nitrato de sodio (d =1.275 g/cm3.)

(Martinez, 1992). ElI método se fundamenta en que el endospermo duro contiene
mayor cantidad de proteinas, lo que le da mayor densidad al grano haciendo que

los mismos se depositen en el fondo de la solucion.

4.3.3. Densidad

La densidad del grano se determind colocando 10 granos de maiz previamente
pesados en una probeta que contenia 50 mL de etanol, se determiné el incremento

de volumen y se expreso la densidad en g/mL. (Aguirrezabal y Andrade, 1998).

4.4. Nixtamalizacion y produccion de masa y tortillas

Se seleccionaron granos sanos, sin rajaduras e impurezas o dafiados por hongos o
insectos, de color brillante y sin dafios de secado. El proceso de nixtamalizado para
cada tipo de maiz fue determinado de acuerdo al método de la bolsa de nylon
(Serna-Saldivar et al., 1993; Gonzélez, et al., 2004).

3 kg de maiz blanco fueron colocados en 9 L de una solucién de hidroxido de calcio
(8.3 g por litro), durante 20 min a 90 °C, mientras que las variedades coloreadas se
colocaron en una solucion similar de hidroxido de calcio hasta que la solucién
alcanzo los 90 °C, lo cual es reportado como 90°C por 0 min. Los nixtamalizados se
dejaron reposar por 12 h y posteriormente se lavaron con agua de la llave para
remover el pericarpio y el exceso de la solucién de hidroxido de calcio. Se molieron
en un molino para producir la masa, adicionandose agua durante el proceso para
incrementar la humedad del producto.

La masa se dividié en 2 partes.

De una parte se tomaron porciones de 25 g a modo de una bola, y se colocaron
junto con un papel plastico sobre una maquina para tortillas, la cual consta de 2
discos metalicos redondos y una palanca que ejerce presion a modo de obtener una
forma plana y redondeada, posteriormente se colocé sobre un comal caliente.

Después de la elaboracién una muestra de la masa producto del nixtamal y una
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muestra de las tortillas, fueron trituradas en pedazos pequefios para posteriormente
deshidratarse en una estufa a una temperatura de 40°C por 48h . Una vez finalizado
el tiempo las muestras se dejaron reposar por 2 h y después se molieron en un
molino para granos hasta obtener un polvo fino, las muestras fueron almacenadas
en frascos de plastico a temperatura ambiente y protegidas de la luz hasta el

momento de ser utilizadas.

4.5. Extracciones

4.5.1. Preparacion de los extractos acuosos.

Los extractos acuosos fueron obtenidos de acuerdo a la adaptacion de la técnica de
Wettasinghe et al. (2002) y modificado por Lopez-Martinez et al (2010).

Cinco gramos de harina de maiz fueron mezclados con 25 mL de agua y
homogenizados con agitacion constante en un agitador orbital (Lab-Line Orbiton
Environ, Modelo 3520) a temperatura ambiente durante 2 h.

Se retir6 el sobrenadante de los extractos y posteriormente se coloc6 en tubos
Effendor y se centrifugo por 15 min a 15000 xg en una centrifuga (Eppendorf
5810R). Los extractos fueron almacenados en refrigeracion protegidos de la luz 4°C

por no mas de 2 dias, hasta el momento de ser analizados.

4.5.2. Preparacion de los extractos etandlicos.

Los extractos etanolicos fueron extraidos de acuerdo a lo establecido por Cevallos-
Casals y Cisneros-Zevallos, (2003) y modificado por Lopez Martinez et al 2009.
Cinco gramos harina de maiz, masa y tortilla fueron extraidos con 25 mL de etanol
acuoso (5:95 vlv, agua: etanol) se colocaron en tubos de plastico y cubiertos de la
luz en agitacion constante en un agitador orbital a temperatura ambiente durante 2
h.

Posteriormente se dejaron reposar en refrigeracion a 4°C por 24 h.

Se retir6 el sobrenadante de los extractos y posteriormente se colocaron en tubos
Effendor y se centrifugaron por 15 min a 15000 xg en una centrifuga. Los extractos
fueron almacenados en refrigeracion a 4°C protegidos de la luz por no mas de 1

dia, hasta el momento de ser analizados.
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4.6 Determinacion de compuestos fendlicos totales

Para la determinacion de los compuestos fendlicos totales se adapté la técnica de

Swain y Hillis (1959) modificada por Vinson et al (2001), y se determinaron en base

a una curva estandar (Anexo 2).

En tubos de ensayo de vi dr ixtoactos,se agrego65®ar on 10
ML de agua, posteriormente se agregaron 375
de Folin-Ciocalteu y 1.875 mL de solucion de carbonato de sodio al 7%, se agitaron

en un Vortex, y se dejaron en reposo por 30 minutos a temperatura ambiente y en

ausencia de luz, una vez transcurrido el tiempo se determiné la absorbancia a 760

nm en un espectrofotometro UV-VIS (Velab VE5600UV).

El contenido de compuestos fendlicos totales fue expresado como mg de &cido

galico por cada 100 gramos de harina. Los resultados son reportados como la media

de tres réplicas.

4.7 Determinacion de antocianinas totales

Para el analisis de las antocianinas totales se adapté la técnica espectrofotmétrica
de Abdel-Aaal y Hucl (1999) (Anexo 1), por la medicién de absorbancia de los
extractos etandlicos del maiz y sus productos a pH 1.0.

Cinco gramos de los productos a determinar fueron homogenizados con 25.0 mL de
una solucion acida de etanol (etanol acuoso al 85%), en tubos protegidos de la luz,
colocados en agitacion constante por 2 h en un agitador orbital a temperatura
ambiente, los extractos se mantuvieron en reposo a 4°C durante 24 h vy
posteriormente se colectd el sobrenadante y se colocd en tubos effendor y se
centrifugaron a 13000 xg durante 15 min en una centrifuga. Para las lecturas se
realizaron las diluciones siguientes 2:2 (2mL de extracto y 2mL de la solucion
extractora) ,1:3 (1mL de extracto y 3mL de solucién extractora) 3:1 (3mL de extracto
y 1mL de solucion extractora) se diluyo y posteriormente se determinaron
absorbancias a 535 nm. Las antocianinas totales son expresadas como mg de
cianidina 3-glucésido por cada 100 gramos de harina. Los resultados son reportados

como la media de tres réplicas.

Para calcular la concentracion en la muestra original se sigue la siguiente formula:
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Antocianina (mg L)= (A * Peso molecular * FD
PM: 449.2 g/mol

A = Es la absorbancia antes calculada

FD = Es el factor de dilucion

€ = EI c o eiftinciéni nelart(2690@ ggmol cm)

48Det erminaci 6n de | a actividad ant.2@%ki dant e

Azino-bis (3-etilenbenzotiazonilo-6-acido sulfénico)

El ensayo de actividad antioxidante total fue adaptado del método de Rice-Evans y
Miller (1994) (Anexo 3). Este método se basa en la inhibicibn por los antioxidantes
de la absorbancia del radical catibn ABTS.+ que es formado por la interaccion de
ABTS con radicales de la ferrilmioglobina, los cuales son generados por la
activacion de metmioglobina con peréxido de hidrégeno. Los antioxidantes
suprimen la absorbancia del radical cation ABTS+, dependiendo de la capacidad de
la sustancia investigada. Todos los reactivos fueron preparados en un amortiguador
salino de fosfato 10 mM (PBS pH 7.4). Los extractos fueron probados a una
concentraciéon 0.1 mM de compuestos fendlicos, utilizando trolox como testigo y el
ensayo se inici6 agregando peréxido de hidrogeno (H202). Se tomaron medidas de
absorbancia a 734 nm cada 30 s durante 10 min, y el porcentaje de inhibicion se

calculé con la siguiente formula:
e ma. D O VOORDIDQE Do
P"ONw&w Q e~ .. P TUTT
0 we QuwQwa

4.9 Determinacion de la actividad antioxidante total por el método de DPPH (1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo)

La capacidad de inhibir la accion del radical DPPH" de los extractos fue determinada
por el método de Kim et. al (2003) (Anexo 4). El radical DPPH" fue disuelto en etanol
acuoso (etanol: agua, 80:20 v/v) para obtener una concentracion final 200 nM. 100
HL de una serie de concentraciones de cada extracto (0 a 1 mg/mL de compuestos
fendlicos) se adicionaron a 2.9 mL de la solucion del radical DPPH". Se utiliz6 como

control 100 pL de metanol acuoso (metanol: agua, 80:20 v/v) adicionado a 2.9 mL



de la solucion del radical DPPH. La mezcla fue suavemente homogenizada,
posteriormente fue puesta en reposo a 25°C en la oscuridad durante 30 min. La

absorbancia de las mezclas se determiné a 517 nm.

La actividad antioxidante se expresd como porciento de inhibicion del radical. Todos

los analisis se realizaron por triplicado.

4.10 Blangueamiento de 3-Caroteno

Este ensayo se basa en el blanqueamiento de la soluciébn de R-caroteno y de la
habilidad de los antioxidantes para inhibir la decoloracion de la solucién propiciada
por la oxidacion del &cido linoléico. Se adapté del método descrito por Miller (1968)
y modificado por Lépez Martinez (2009) (Anexo 6). 1 mL de una solucién de [3-
caroteno (0.2 mg/mL en cloroformo) fue adicionada a un matraz de fondo plano de
50 mL que contenia una solucion de 0.2 mL de Tween 20 y 0.02 mL de &cido
linoléico, se agitd la mezcla y se le agregaron los extractos a diferentes
concentraciones de compuestos fendlicos totales. La mezcla se agit6 manualmente
y se evapord hasta sequedad bajo vacio a 25 °C, posteriormente se le agrego6 50
mL de una solucion de H202al 3% y se agité vigorosamente por 45 s hasta formar
un liposoma. Las muestras fueron incubadas a 50 °C en ausencia de luz, se tomaron
lecturas de absorbancia a 470 nm cada 10 min hasta 2 horas a partir del momento
de la adiciobn de perdxido de hidrogeno H202. La actividad antioxidante fue

expresada como porcentaje de retencion de 3-caroteno.

Todos los analisis fueron realizados por triplicado.

4.11 Andlisis Estadistico

Todos los resultados fueron analizados en el paquete estadistico SPSS, el andlisis
factorial de los extractos contemplo los factores: grano crudo, masa producto de la
nixtamalizacién vy tortilla. Los resultados fueron sometidos a un analisis de varianza
y prueba de rangos mdltiples de Duncan (p<0,05), se realiz6 un ANOVA para cada
grupo de datos de acuerdo a la variedad de maiz analizada durante el experimento
y la hipétesis planteada en los experimentos fue que los tratamientos de
nixtamalizacién y elaboracion de la tortilla provocan diferencias significativas sobre

la concentracion de antocianinas totales, compuestos fendlicos totales y actividad
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antioxidante en las distintas variedades.

46



5.0
Resultados vy

discusiones



5.1 Caracteristicas del grano

Es fundamental determinar las caracteristicas fisicas y quimicas del maiz, dado que
influyen en la estabilidad del grano durante el almacenamiento, determinan los
parametros de procesamiento y la calidad de la masa y la tortilla y ademas eficiencia

de conversion a productos (Rojas-Molina et al., 2008).

El peso es un indicador de la dureza del grano de maiz y de la composicion del
endospermo (Agama-Acevedo et al., 2011), a menor dureza mayor proporcion de
endospermo harinoso, el cual contiene granulos de almidon débilmente
empaquetados en una matriz de proteina, a diferencia del endospermo Vvitreo, el
cual origina granos mas duros debido al alto empaquetamiento de los granulos de
almidon (Gonzalez et al., 2005; Singh et al., 2011).

En el presente estudio, el peso de cien granos (PCG) de las variedades se encontro
entre 27.4 y 33.3 g. Salinas-Moreno y Vazquez-Carrillo (2006) clasificaron los
granos de maiz en base al PCG, los granos grandes tienen un PCG mayor a 38 g,
los medianos entre 33y 38 g, en tanto que los pequenos presentan valores menores
a 33 g, por tanto, las variedades del presente estudio entraron en la categoria de
granos pequenos, los cuales podrian ser aptos para la industria de la masa y la
tortilla, ya que por su tamafio se hidratan mas facilmente que los grandes, lo cual
disminuye el tiempo y energia requeridos para su coccion (Salinas-Moreno et al.,
2010).

Cabe mencionar que el indice de flotacion representa el nimero de granos de maiz
que flotan en una solucion de nitrato de sodio a una densidad de 1.25 g mL. Los
granos duros presentan bajos indices de flotacion, mientras que los maices suaves
presentan indices altos (Aragén et al., 2012). En la tabla 5 se observa que el maiz

amarillo muestra la mayor densidad y en consecuencia mayor problema para flotar.

Muestra Peso cien | Peso mil granoy indice de Densidad
granos (PCG) (PMG) flotacion (g/ml)
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Grano amarillo

' 27.4 274 12.8 1.115
Grano azul 28.8 288 6.1 1.120
Grano rojo 33.3 333 5.8 1.23

Tabla 5. Caracteristicas fisicas de los granos

En las razas de maiz se ha detectado que las de granos mas grandes (como
Cacahuacintle y maiz Ancho) son de textura suave, en tanto que las de granos
pequefios (como maiz Palomero Toluquefio, Arrocillo y Reventador) son de textura
dura (Wellhausen etal., 1951).Se han reportado correlaciones positivas de la dureza
con densidad, tamafio del granulo de almidén, y con el porcentaje de endospermo
(Gaytan et al., 2006).

El maiz (Zea mays L) por sus caracteristicas sensoriales es consumido como tortilla,
producto resultado de la nixtamalizacion. Al respecto Lopez-Martinez et al. (2011)
evaluaron el efecto de la nixtamalizacion sobre el contenido de antocianinas y la
capacidad antioxidante en tortillas elaboradas con maiz blanco, azul, rojo y morado.
Ellos encontraron una disminucidon en el contenido de antocianinas y fenoles debida
al tratamiento térmico alcalino. Sin embargo, la masa vy tortilla del maiz morado
elevado contenido de antocianinas y compuestos fenolicos totales presentes en
esta variedad de maiz, demostrando asi que la pérdida de antocianinas esta
relacionada con la variedad de maiz utilizada. Estos autores también reportaron un
incremento en la capacidad antioxidante al cocer la masa para obtencion de tortillas,

debido probablemente al aumento de compuestos fendlicos totales.

5.2 Compuestos fendlicos totales

En México, el maiz debe ser procesado para ser consumido en forma de tortilla,
segun cifras de SAGARPA el maiz mas consumido es el amarillo. El estudio de los

compuestos fendlicos es importante por sus propiedades antioxidantes,
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antimutagénicas y anticancerigenas. El estudio de los compuestos fendlicos totales
se efectuo en 3 variedades de maiz.

Para efectos de este estudio se determinaron los compuestos fendlicos totales en
el grano, masa y tortilla a con la finalidad de evaluar el impacto que tiene sobre la
concentracién de dichos compuestos la exposicion a las condiciones alcalinas del

proceso de la nixtamalizacion y posterior coccion

5.2.1 Maiz rojo

El contenido de compuestos fenodlicos totales vario notablemente presentandose el
porcentaje mas alto en la masa con 1055.26 mg de acuerdo a la figura 13 esto
puede ser debido a que la exposicion a la temperatura de la nixtamalizacion y las
condiciones alcalinas inducen la liberacion de la mayoria de los compuestos
fendlicos ligados alas hemicelulosas del pericarpio (Doner y Hickcs, 1997). También
es posible que los restos de pericarpio adheridos al grano después del lavado del
nixtamal contribuyan a aumentar el contenido de estos compuestos, sin embargo
esta concentracion fue afectada durante el proceso de la formacion de la tortilla, la
concentracion disminuyo a 578.44 mg este comportamiento se debe a que las
tortillas se elaboran a altas temperaturas afectando la estabilidad de los compuestos

fenolicos y como concecuencia su perdida.

5.2.2 Maiz azul

El contenido de compuestos fendlicos totales para este maiz, se encontré entre
594.59 mg/100g para la tortilla y 1336.34 mg/100g como lo muestra la figura 13. Si
bien es muy conocido que los granos pigmentados presentan concentraciones mas
altas de compuestos fenolicos totales se observo una tendencia similar a la del

grano rojo, con un aumento en la etapa que corresponde a la coccion.

5.2.3 Maiz amatrillo

En el caso del maiz amarillo se observaron los valores mas bajos de compuestos
fenolicos totales y una notable disminucion en la etapa que corresponde a la

nixtamalizacion con 483.2 mg/100g (caso contrario a la tendencia de los maices
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pigmentados) de acuerdo a la figura 13, el comportamiento observado se debe a
gque a diferencia de las variedades pigmentadas el maiz amarillo en sus
componentes contiene carotenos que son los pigmentos responsables de conferir
su color caracteristico y en menor cantidad compuestos fenolicos, los maices
pigmentados por su parte se conforman en su mayoria por compuestos fenolicos
mayormente el grupo de las antocianinas las cuales confieren las tonalidades azul
y rojo, a estos compuestos se pueden encontrar en la capa de la aleurona y el

pericarpio, y al ser expuestos a la nixtamalizacion se liberan en mayor cantidad.

El contenido de compuestos fendlicos totales en masa para este estudio se encontré
entre 483.2 y 1336.34 mg de acido galico/100g y en tortilla de 578.45 a 688.8 mg
acido galico/100mg de acuerdo a la figura 13. Respecto al contenido de compuestos
fenolicos totales en el grano de maiz, los valores en masa aumentaron
considerablemente en las muestras de masa azul y roja. Esto se debe a la hidrolisis
alcalina que sufren las diferentes estructuras del grano durante el cocimiento con

agua mas Ca(OH) en la nixtamalizacion.
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Figura 13. Contenido de compuestos fendlicos totales (mg de acido
gélico/100g masa seca de maiz)
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5.4 Antocianinas totales

En el proceso de la elaboracion de tortillas se debe considerar que las antocianinas
del grano no se destruyan durante la etapa de la nixtamalizacion y coccidn,
conservando sus propiedades tanto fisicas como nutricionales, asi el objetivo del
analisis fue determinar la concentracidon de antocianinas en grano, maiz y tortilla y

evaluar el impacto que tiene el proceso de nixtamalizacidn sobre las antocianinas.
5.4.1 Maiz rojo

El color se relaciona con el contenido de antocianinas y los granos rojos presentaron
el contenido mas alto 53.43 mg/100 mg para la tortilla y 470.57 mg/100g para el
grano, como se observa en la figura 14 sin embargo las antocianinas se vieron
afectadas durante la etapa que comprende el proceso de la nixtamalizacion
presentandose un porcentaje de pérdida del 88.9% de acuerdo a la tabla 6, al
respecto De la Parra et al., (2007) concluyen que la nixtamalizacion reduce
significativamente el contenido de antocianinas en los maices pigmentados, debido
a que gran cantidad de estos compuestos se solubilizan en el nejayote( solucion de
cocimiento del maiz) la cual posee un pH elevado y temperatura extrema, lo que

degrada a los compuestos.
5.4.2 Maiz azul

Para el maiz azul los resultados muestran que el contenido mas alto de antocianinas
se presenta en el grano crudo con 280.7 mg /100g, mientras que en la masa se
muestra una concentracion de 82.32 mg/100 mg segun la figura 14 valor que se
mantuvo hasta la etapa de la coccion, siendo el contenido de antocianinas en la
tortila de 85.33 mg, al respecto la mayor perdida se da en la etapa de la
nixtamalizacion el equivalente a una perdida del 71.1% sin embargo en la coccion
el porcentaje de perdida llego hasta 73% siendo este mucho mas favorable que para
el maiz rojo en la misma etapa (98%), de acuerdo a la tabla 7, este comportamiento
podria estar relacionado con que el pH durante la nixtamalizacion es de entre 11y

12, y la temperatura de cocimiento supera 90°C, de manera que en este proceso se
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conjugan dos de los factores a los que las antocianinas son mas susceptibles
(Markakis, 1982), y aunque el tiempo es corto, las condiciones son muy drasticas, y
suficientes para destruir el pigmento del pericarpio del grano. Con pH alcalino, el
anillo de piridium de la antocianina se rompe, y el color azul desaparece para dar
paso a una coloracion amarillo palida, que es representativa de la chalcona
lonizada. Esta etapa no es muy estable y el color amarillo desaparece, dependiendo
del pH. Una vez que se alcanza este estado, aun cuando se acidifique el medio, ya
no es posible regenerar la estructura de la antocianina, y se puede decir que el

pigmento se ha destruido (Brouillard, 1982).

Adicional la mayor parte de estos compuestos se encuentran en el pericarpio del
grano, y son eliminados durante el lavado del nixtamal. Sin embargo las
antocianinas se encuentran presentes en el pericarpio, en la capa de aleurona o en
ambas estructuras del grano (Wellhausen et al., 1951; Salinas, et al., 1999). Los
maices pigmentados en el pericarpio presentan mayores pérdidas de antocianinas

durante la nixtamalizacién, debido a que esta capa se encuentra mas expuesta.

Nuestros resultados muestran que el maiz rojo presento los mayores porcentajes
de pérdida, lo que nos indica que los pigmentos asociados con el color se
encuentran en su mayoria en el pericarpio, las tortillas de la masa roja también
mostraron una coloracion amarilla grisacea y evidente perdida del color rojo

caracteristico.

5.4.3 Maiz amatrillo

Para el caso del maiz amarillo se obtuvieron resultados no detectables debido a que
el maiz amarillo por sus caracteristicas no contiene antocianinas, como se menciono
anteriormente las antocianinas son las responsables de impartir las tonalidades azul
y rojo caracteristicas de los maices pigmentados, a pesar de que el maiz amarillo
tambien contiene en su estructura compuestos fenolicos estos no son del tipo

antocianinico y por concecuente no se detectaron en la prueba.

Tabla 6. Perdida de Antocianinas totales en las etapas de procesamiento
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Maiz azul 112.14 71.10% 73%

Maiz rojo 188.22 88.90% 98%

Dado que todas las muestras fueron nixtamalizadas bajo las mismas condiciones
las variaciones en el porcentaje de perdida se deben posiblemente a la protecciéon
gue la capa de aleurona pudiera proporcionar a los pigmentos en el maiz azul y la

alta exposicion de los pigmentos del maiz rojo en el pericarpio. (Moreno et.al., 2003)

Mendoza-Diaz et al. (2012) evaluaron contenido de antocianinas, capacidad
antioxidante y antimutagénica en tortillas elaboradas mediante la nixtamalizacion en
granos de maices pigmentados criollos de varios colores (blanco, amarillo, rojo y
azul) estos autores encontraron resultados similares a los descritos anteriormente
respecto a la pérdida de antocianinas durante el procesamiento del grano a masa
(83 %) y a tortilla (64 %).
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Figura 14. Contenido de Antocianinas totales (mg de cianidina3-glucosido
/100 9g)

Los fenoles en el grano de maiz estan compuestos por acidos fendlicos y
flavonoides y pueden estar en forma libre o soluble, o ligados a biomoléculas como
proteinas y carbohidratos estructurales (Adom y Liu, 2002). Las antocianinas son
un grupo de flavonoides que como se estudié en el punto 1.10.4 son inestables a
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diversas condiciones, la perdida de antocianinas influye en gran medida con la

disminucién de los compuestos fendlicos.

5.4 Actividad Antioxidante

Debido a que la generacion de radicales libres esta directamente relacionada con la
oxidacion en alimentos y en sistemas biologicos, la busqueda de métodos para

determinar la forma y la capacidad de atrapar radicales libres es muy importante.

.+
5.4.1 Potencial de inhibicion sobre ABTS

El ensayo de ABTS se basa en la transferencia de electrones; por lo cual los
diferentes compuestos antioxidantes presentes en los extractos, donan uno o dos
electrones para reducir el radical cation ABTS *, dando una medida precisa de la
capacidad antioxidante total en el punto final de reaccion (Wootton-Beard et al.,
2011). Para este ensayo se midi6 ‘el porcentaje de actividad antioxidante de grano,

masa Yy tortilla frente al ABTS * radical cation.
5.4.1.1 Maiz amarillo

La actividad antioxidante esta relacionada con la habilidad para atrapar redicales
libres, en el caso del maiz amariilo se observa que el grano muestra un alto
procentaje 67.21%, este disminuye en la etapa de la nixtamalizacion 49.18%,
aumenta cuando se somete a la coccion 80.01%, de acuerdo a la figura 3, es decir
en la formacion de la tortilla. Aunque el maiz amarillo no contiene antocianinas, si
presenta contenido de carotenoides que ejercen actividad antioxidante, en los
granos de maiz de color amarillo predominan cuatro carotenoides: (3-caroteno, -

criptoxantina, zeaxantina y luteina (Wong et al., 2004).

5.4.1.2 Maiz azul
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El grano del maiz azul fue el que presento un mayor porcentaje de inhibicion 78.97%
comparado con la variedad roja y amarilla, y se observé una diferencia significativa
entre la masa, el grano y la tortilla, se observo también que la masa producto de la
nixtamalizacion presento la menor actividad antioxidante 38.46%, mientras que la
tortilla presento el porcentaje mayor con 75.43% valor muy cercano al del grano de
maiz de acuerdo a la figura 15. Al respecto Lépez-Martinez et al. (2011) también
reportaron un incremento en la capacidad antioxidante al cocer la masa para
obtencién de tortillas, debido probablemente al aumento de compuestos fendlicos

totales que son liberados.
5.4.1.3 Maiz rojo

En el maiz rojo se observd el mismo comportamiento, es decir, la actividad
antioxidante disminuye en la etapa de la nixtamalizacion y en la etapa de la
formacion de la tortilla nuevamente aumenta, mostrando valores incluso superiores
gue en el grano con un porcentaje de 86.26% mientras que en el grano 52.86 y la
masa 54.45% segun la figura 15. Es bien conocida la propiedad de las antocianinas
de presentar alta capacidad antioxidante, sin embargo en el presente estudio no se
observé dicho comportamiento, ya que a pesar de que el grano rojo tuvo la mayor
cantidad de antocianinas (comparado con el azul y el amarillo) este no presento el
mayor potencial de reduccién, por el contrario el grano amarillo presento un alto
potencial de reduccion ademas del papel que juegan componentes como el acido
ferulico y la presencia de antocianinas especificas, asi como la interaccion entre sus
componentes, es un factor que probablemente impacta en sus niveles de capacidad
antioxidante y la eficiencia general de un compuesto antioxidante es dependiente
de la interaccidén con otros constituyentes de la matriz, la polaridad del sistema de
pruebas, la naturaleza del radical y el tipo de sustrato protegido por el antioxidante
(Del Pozo - Insfranet al., 2006; Lopez- Martinez et al., 2009).
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Figura 15 .Porcentaje de Potencial de Reduccién sobre ABTS*

5.4.2 Porcentaje de inhibicion sobre DPPH

El ser humano debe ingerir en su dieta alimentos con propiedades antioxidantes
gue neutralicen las especies reactivas oxidantes para mantener el equilibrio redox
del organismo; ademas de las vitaminas antioxidantes (C y E) y los carotenoides,
existen otros compuestos denominados metabolitos secundarios, presentes en los
alimentos que ejercen una fuerte actividad antioxidante como son los polifenoles,
entre ellos, las antocianinas, los flavonoides vy los taninos (Gutiérrez Maydata, 2002;
Jing, 2006; Beltran-Orozco et al., 2009; Escamilla Jiménez et al., 2009).

Asi el objetivo de este analisis fue determinar el % inhibicion del radical DPPH en
grano, maiz Yy tortilla para evaluar el impacto ge representa el proceso de

elbaroracion de tortillas en la actividad antioxidante de los granos de maiz.el efecto

gue tiene sobre
5.4.2.1 Maiz rojo

En el maiz rojo no se mostraron diferencias significativas de la capacidad anti radical
en los tratamientos del grano 12.45% y la masa 13.93% pero si de estos con la

tortilla 35.12% de acuerdo a la figura 16.
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5.4.2.2 Maiz azul

El grano azul mostro la mayor capacidad anti radical de las tres variedades sin
embargo se mostraron diferencias significativas en los tres tratamientos
obteniendose valores de actividad antioxidante de 18.58% para el grano, 5.84%

para la masa y 35.22% para la tortilla segun la figura 16.

5.4.2.3 Maiz amarillo

En el maiz amarillo no se observaron diferencias significativas en la actividad
antioxidante entre el grano 14.77% Yy la masa 9.46% pero si entre el grano y la masa
con la tortilla 25.22% de acuerdo a la figura 16. En el presente estudio se realizo el
ensayo para determinar antocianinas y contenido de compuestos fendlicos, factores
que representen una mayor actividad antioxidante ya que diversos estudios
demuestran una relacion entre polifenoles y capacidad antioxidante; sin embargo el
maiz amarillo no posee antocianinas pero presenta actividad antioxidante, factor
gue puede deberse a que el maiz amarillo contiene carotenos que son compuestos
gue confieren actividad antioxidante, a pesar de presentar valores de actividad
actioxidante estos valores son mucho mas bajos que los que presentaron las

variedades pigmentadas.

El maiz morado y rojo fueron las variedades con mayor actividad antioxidante
(35.12% Y 35.22% respectivamente); pero la variedad de maiz amarillo analizada
tuvo una actividad un poco menor (25.22%) de acuerdo a la figura 16, esto indica
gue la actividad inhibidora de radicales libres no sélo depende de la cantidad de
compuestos fenolicos como las antocianinas si no tambien de los carotenoides. En
general, se ha reportado que maices pigmentados mas oscuros presentan una mas
alta actividad antioxidante (De la Parra et al., 2007, Lépez- Martinez et al., 2009;
Zilic et al.,, 2012), aunque algunas referencias reportan una alta actividad

antioxidante en variedades amarillas (Lopez-Martinez et al., 2009).

En las tres variedades de maiz se observo el mismo comportamiento, la capacidad
anti radical disminuye en el proceso de la nixtamalizacion y aumenta en la

elaboracion de la tortilla, incluso con niveles casi del doble de lo que presentan los
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granos sin procesar, lo que sugiere que el proceso de nixtamalizacion incrementa
la biodisponibilidad de los carotenoides y antocianinas segun lo observado en la

figura 16.
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Figura 16. Porcentaje de Potencial de Reduccién sobre DPPH E

5.4.3 Correlacion entre los ensayos de Actividad Antioxidante ABTS "y DPPH-.

Se encontr6 una correlacion significativa entre los porcentajes de actividad
antioxidante obtenidos tanto por el ensayo DPPH-, como por el ensayo ABTS * con

el contenido de fenoles totales de los extractos.

Se observdt ambi én que medi antseobenieroe pocentjes dABT S
actividad antioxidante mucho mas altos que por medio del ensayo DPPH", lo cual
concuerda con datos reportados por Floegel et al., (2011). Hay algunas razones por
medio de las cuales se podria dar explicacion a este hecho, la primera se basa en

la longitud de onda a la cual se realizaron las medidas para cada ensayo.

Para en el ensayo ABTS * se tom6 una longitud de onda de 732 nm, mientras que,
para el ensayo DPPH se midi6" a 517 nm. Desde la region del visible hay
interferencias en la medicion de compuestos coloreados como antocianinas y
carotenoides que estén presentes en los extractos evaluados a 517 nm (Beserra et
al., 2011).
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MUESTRA ABTS DPPH
% Potenciale Reduccion| %Capacidad Antirradica

Grano amarillo 67.211 14.77
Grano azul 78.97 18.58
Grano rojo 52.86 12.45
Masa amatrillo 49.18 9.46

Masa azul 38.46 5.84

Masa rojo 54.45 13.93
Tortilla amarilla 80.01 25.22
Tortilla azul 75.43 35.22
Tortilla roja 86.28 35.12

Tabla 7. Actividad Antioxidante por los métodos de ABTS * y DPPH

En términos de tiempo, los extractos reaccionan mas lentamente con el radical
DPPH necesitando 30 minutos para alcanzar su estado estacionario lo cual lo pone
en desventaja con el radical cation ABTS *, el cual alcanza su estado estacionario
muy rapidamente (Mathew et al., 2005); por tanto, la estequiometria de las

reacciones y el mecanismo de reaccion son muy distintos.

Pérez-Jiménez et al., (2006) analizaron la influencia del solvente en la capacidad
antioxidante; encontraron que en el ensayo ABTS*, los extractos en agua
presentaron 40% mas actividad antioxidante que aquellos disueltos en metanol-
agua (50:50 v/v); por el contrario, en el ensayo DPPH" se pudo observar claramente
una disminucion de la actividad en los extractos acuosos. Cabe destacar que todos
los extractos del presente estudio fueron Unicamente agua lo que explica claramente

el comportamiento entre los 2 métodos de andlisis.
5.5 Método de blanqueamiento de b-caroteno.

Este método se basa en la capacidad de diversos extractos de disminuir la
decoloracion oxidativa del b-caroteno en una emulsion 4cida de
betacaroteno/linoleico. El acido linoléico se oxida facilmente en presencia de agua
oxigenada Y los radicales generados atacan al b-caroteno provocando su oxidacion

con la correspondiente perdida de absorbancia a 470 nm. (Velioglu et al. 1998)

Asi el objetivo de este experimento fue determinar la capacidades antiradicales de

grano, maiz y tortilla de las tres variedades tomando lecturas cada 10 minutos hasta
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2 horas a partir del momento de la adicion de peroxido de hidrégeno H202. La

actividad antioxidante fue expresada como porcentaje de retencion de b-caroteno.

5.5.1 Maiz rojo

En el caso del maiz rojo la tortilla mostro los porcentajes mas altos desde los 10
minutos hasta las 2 horas siendo el valor mas alto 53% alcanzado en el miuto 120,
en los tres tratamientos se observo una tendencia de aumento proporcional al
tiempo de la reaccion, sin embargo el grano y la masa se estabilizaron a partir del
minuto 100, mostrando valores de 43.56% para el grano y 40.45% para la masa

segun la figura 17.

5.5.2 Maiz azul

Para el maiz azul se obtuvieron los porcentajes de inhibicion mas altos de las tres
variedades, la tortilla por su parte mostr6 el porcentaje mas alto con 62.96% de los
tres tratamientos en el minuto 120 mostrando una tendencia al aumento
proporcional al tiempo de reaccién, en el grano se mostro estabilidad en el minuto
90 y el valor mas alto alcanzado de inhibicion fue 57.92% en el minuto 120, mientras
gue la masa mostro estabilidad desde el minuto 80 con valor maximo de 59.96% en

el minuto 120 de acuerdo a la figura 18.

Maiz amarillo

Por el contrario el maiz amarillo resulto ser el que menor % de inhibicidn presento
de las tres variedes analizadas, entre los tres tratamientos el grano y la tortilla
mostraron porcentajes similares por encima de la masa, el grano de maiz mostré
una tendencia al aumento incluso con valores superiores a la tortilla pero solo hasta
el minuto 110 donde el porcentaje de inhibicién de la tortilla amarilla se mostré mas

alto de acuerdo a la figura 19.

En todos los experimentos se observo el mismo comportamiento, el aumento del
tiempo fue directamente proporcional al % de inhibicién, En el caso de la tortilla azul

y roja estos presentaron porcentajes mas altos de inhibicion por encima de los tres
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tratamientos lo que indica una mayor habilidad para inhibir la decoloracion de la

solucion propiciada por la oxidacion del &cido linoléico
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Figura 17. Porcentaje de Inhibicion de HCaroteno en maiz rojo

El eje X representa el % de inhibicion de Hcarotenoy el eje Y el tiempo en
minutos.
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Figura 18. Porcentaje de Inhibicion de HCaroteno en maiz azul
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El eje X representa el % de inhibicion de Hcarotenoy el eje Y el tiempo en
minutos.

% Inhibicion de ' -Caroteno Maiz Amarillo
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Figura 19. Porcentaje de Inhibicion de HCaroteno en maiz amarillo.

El eje X representa el % de inhibicion de Hcaroteno y el eje Y el tiempo en
minutos.
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6.0

Conclusiones



La nixtamalizacién no afect6 la concentracion de los compuestos fendlicos totales
de las variedades pigmentadas, por el contrario se observd un aumento en esta
etapa, el maiz rojo present6 el contenido mas alto con 1336.34 mg de &cido

galico/100mg, mientras que en el maiz amarillo se observé una disminucion.

El proceso de nixtamalizacién afecto el contenido de antocianinas en las tres
variedades de maiz, el grano rojo mostré el mayor contenido de antocianinas con
470.57mg de cianidina3-glucosido /100 g y fue el mas afectado en esta etapa

disminuyendo hasta 52.76mg de cianidina3-glucosido /100 g.

La actividad antioxidante fue afectada por el efecto de la nixtamalizacién, se
presento disminucion en las tres variedades de maiz, el maiz azul fue la variedad
gue se mostro mas afectada con una dismunucion de 78.97% (grano) a 38.46% por
el método de ABTS y de 18.58% (grano) a 9.46% por el método de DPPH.

A pesar de que la nixtamalizacion provoca disminucion de las antocianinas, durante
la elaboracion de tortilla se liberan otro tipo de compuestos fendlicos que imparten
actividad antioxidante, la variedad azul mostré mayor concentracién de antocianinas
en latortilla, mayor concentracion de compuestos fendlicos totales y mayor actividad
antioxidante durante su procesamiento por lo que se recomienda el consumo de

tortilla azul.
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Anexos

Anexo 1. Determinacion de Antocianinas Totales

Preparacion de Soluciones
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-Solucion etandlica pH 1: Se realiz6 una solucion etandlica concentracion 15:85

v/iv y se ajustd el pH a 1 con HCL.

Se pesan 2,5 g de las 3 variedades de maiz y son extraidos con 200 mL de la
solucién etandlica (para cada una se tomé el grano molido, la masa producto de la

nixtamalizacién vy tortilla y se realizaron por triplicado).
Los extractos se dejan reposar durante 24 horas.
Transcurrido el tiempo se retira el sobrenadante.

Una alicuota del extracto es centrifugada.

La alicuota se diluye con solucién extractoray son medidos en un espectrofotémetro

a una longitud de onda de 535nm.
Para calcular la concentracion se sigue la siguiente formula:
Antocianina (mg L)= (A * Peso molecular * FD *1000)/( € * 1)

A = Es la absorbancia antes calculada
FD = Es el factor de dilucion

e = EI c o0 eftincioninolart e de

Las antocianinas totales son expresadas como mg de cianidina 3-glucésido por

cada 100 gramos de harina de maiz.

Anexo 2. Curva de calibracion para el método Folin Ciocalteu de determinacion de
fenoles totales.

Prepararacion de soluciones
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-Folin: Se diluye directamente el reactivo de Folin con agua en una relacion 1:1 (se
utiliza agua purificada de marca comercial).

-Carbonato de sodio: Se prepara una solucién al 7% por lo cual se pesan 0.7g de
carbonato de sodio y se colocan en un vaso de precipitados, se miden 10ml de agua
en una pipeta y se vierten en el vaso de precipitados, posteriormente se colocan en
agitacion hasta quedar totalmente disueltos.

-Acido Galico: Se prepar6 una solucion 1:10, por lo cual se pesé 0.01g de acido
galico y se disolvié con 10 ml de agua.

Posteriormente se acondicionaron 24 tubos de ensayo de vidrio, protegidos con
papel metalico para evitar la entrada de luz.

Se realizaron 7 diluciones con concentraciones diferentes (cada una por triplicado y

un blanco. El arreglo se muestra en la siguiente tabla:

Tubo Acido Agua Folin Carbonato Total
Galico (mL) (m) de sodio
(m) 7% ()
Blanco 0 750 375 1875 3 mL
1 30 720 375 1875 3 mL
2 60 690 375 1875 3 mL
3 90 660 375 1875 3 mL
4 120 630 375 1875 3mL
5 150 600 375 1875 3 mL
6 180 570 375 1875 3mL
7 210 540 375 1875 3 mL

* Para todos los experimentos se utilizé agua purificada de marca comercial.
Una vez realizado las concentraciones, los tubos se taparon adecuadamente y se

agitaron 30s en un agitador Bortex.

Posteriormente se colocaron los tubos en un lugar protegido de la luz por 30 min.
Transcurrido el tiempo se leyé a 760 nm en un espectofometro.

Tubo

Promedio

B

0
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1 0.111 0.111 0.106 0.108
2 0.223 0.221 0.221 0.221
3 0.341 0.351 0.342 0.344
4 0.444 0.449 0.428 0.440
5 0.544 0.548 0.555 0.549
6 0.650 0.655 0.655 0.653
7 0.815 0.758 0.754 0.775

Para la curva se calculo la concentracion en mg de acido galico y se grafico contra

los promedios de la absorbancia.

Concentracion | Promedio
(mg &cido

gdlico)

0 0
0.0321 0.108
0.0642 0.221
0.0963 0.344
0.1284 0.440
0.1605 0.549
0.1926 0.653
0.2247 0.775
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CURVA DE CALIBRACION ACIDO GALICO

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5

0,775

0,4

ABSORBANCIA

0,3
0,2
0,1 0,109

y = 3,4384x
R? =0,9986

y = 3,4019x + 0,0059

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
CONCENTRACION (mg)

Curva de calibraci orvpara el m etodo Folin Ciocalteu de determinaci orude
fenoles totales. La concentraci oruse expresa en mg/L de acido g aligo.
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Anexo 3. Determinaciéon de Actividad Antioxidante por el método de ABTS
(Inhibicion de Radicales Libres)

Preparacion de Soluciones

-Solucion 7mM de ABTS en metanol= Se pesaron 195.96 mg del reactivo de ABTS

con grado de pureza 98% y se diluyeron en 50 ml de metanol.

-Solucién 140 mM de Persulfato de Potasio= Se pesaron 1.9g de persulfato de

potasio con grado de pureza 99.6% y se diluyeron en 50 ml de agua.

- Formacion del radical ABTS =" Por cada 5 ml de ABTS se afadieron 88nL de

persulfato de potasio y se dej6 reposar 24 horas.

Se mide la absorbancia en un espectrofotdmetro a | =734nm y se realiza un ajuste

de absorbancia diluyendo con metanol hasta llegar a un rango de 0.7-0.75 nm.

3ml del radical son diluidos con 50nL de extracto y se dejan reaccionar durante 3

min.

Se lee absorbancia al =734n.

Los resultados se reportan de la siguiente manera:

% Inhibicion=Absorbancia testigo-Absorbancia muestra/absorbancia testigo x 100
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Anexo 4. Determinacion de Actividad Antioxidante por el método de DPPH.

Preparacion de Soluciones
-Reactivo DPPH= Se pesan 24mg de reactivo DPPH y se aforan a 100ml con

metanol. Se cubren con papel metélico.

-Solucion stock= Se mide la absorbancia y se realiza un ajuste con metanol hasta

llegar a un rango de 1.0-1-1nm.

Se toman 2.8ml de la solucién stock y se hacen reaccionar adicionando 50niL de
extracto.

El blanco se prepar6 con metanol en agua al 80%.

Para el patrén se utilizé 1.5 mL de DPPH- y 0.75 mL de agua.

Se dejaron reposar por 30 min.

Se midi6 la absorbancia a 515 nm.

La actividad antioxidante se expresé como porciento de inhibicion del radical. Todos

los andlisis se realizaron por triplicado.
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Anexo 5. Blanqueamiento de R-Caroteno

Preparacion de soluciones

Soluciéon de B-Caroteno: Pesar 0.5 gramos de [3-Caroteno y disolver en 50 mL de
cloroformo

Solucién de tocoferol: Pesar 50 mg de tocoferol y diluirlos en 100 mL de metanol al
80%

- Tween 20
- Acido linoleico al 99%
- Peroxido de hidrogeno al 30%
Se mezcla 1 mL de la solucion de R-caroteno, con 0.02 mL de tween 20, 0.02 mL
de acido linoleico y el extracto.
Se evapora la mezcla hasta la sequedad con un flujo de nitrégeno
Se adiciona 50 mL de peréxido de hidrogeno al 30%
Se someten las muestras a auto oxidacion térmica a 50 °C por 2 horas
Se mide la absorbancia de las muestras a 470 nm
Se calcula la oxidacion del acido linoleico por medio del blanqueamiento del R3-
caroteno de la siguiente forma

% Retencion de RB-caroteno =  ADS muestra 120) ~ADBS control (1200 X 100

ADS control (0) -Abs control(120)

Se utiliza la solucion de tocoferol como estandar.

1 mL de una solucion de RB-caroteno (0.2 mg/mL en cloroformo) fue adicionada a un
matraz de fondo plano de 50 mL que contenia una solucion de 0.2 mL de Tween 20
y 0.02 mL de acido linoleico, se agité la mezcla y se le agregaron los extractos a
diferentes concentraciones de compuestos fendlicos totales.

La mezcla se agité y se evapor6 hasta sequedad bajo vacio a 25 °C.

Se le agregd 50 mL de una solucion de H202 al 3% y se agité vigorosamente por
45 s hasta formar un liposoma.

Las muestras fueron incubadas a 50 °C en ausencia de luz, se tomaron lecturas de
absorbancia a 470 nm cada 10 minutos hasta 2 horas a partir del momento de la

adicion de peroéxido de hhidrégeno H202. La actividad antioxidante fue expresada
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como porcentaje de retencion de R-caroteno -Todos los andlisis fueron realizados

por triplicado.
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Anexo 6. ANOVA Maiz amarillo

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
ACTANTIOX Inter-grupos 67753.533 2 33876.766 3.885 .083
Intra-grupos 52323.389 6 8720.565
Total 120076.921 8
ABTS Inter-grupos 1439.992 2 719.996 349.334 .000
Intra-grupos 12.366 6 2.061
Total 1452.358 8
Antocianinas Inter-grupos 1372.821 2 686.410 573.586 .000
Intra-grupos 7.180 6 1.197
Total 1380.001 8
DPPH Inter-grupos 385.184 2 192.592 11.156 .010
Intra-grupos 103.582 6 17.264
Total 488.766 8
Anexo 7. ANOVA Maiz Azul
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
ACTANTIOX Inter-grupos 358569.634 2 179284.817 35.041 .000
Intra-grupos 30698.563 6 5116.427
Total 389268.197 8
ABTS Inter-grupos 3019.633 2 1509.817 126.057 .000
Intra-grupos 71.864 6 11.977
Total 3091.497 8
Antocianinas Inter-grupos 12977.644 2 6488.822 208.151 .000
Intra-grupos 187.042 6 31.174
Total 13164.686 8
DPPH Inter-grupos 1302.101 2 651.050 159.334 .000
Intra-grupos 24.516 6 4.086
Total 1326.617 8




Anexo 8. ANOVA Maiz Rojo

ANOVA
Sumade Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
ACTANTIOX Inter-grupos 1040689.923 2 520344.962 63.132 .000
Intra-grupos 49453.009 6 8242.168
Total 1090142.932 8
ABTS Inter-grupos 2133.443 2 1066.722 80.032 .000
Intra-grupos 79.972 6 13.329
Total 2213.415 8
Antocianinas Inter-grupos 62983.861 2 31491.931 580.904 .000
Intra-grupos 325.271 6 54.212
Total 63309.133 8
DPPH Inter-grupos 965.135 2 482.568 30.170 .001
Intra-grupos 95.969 6 15.995
Total 1061.105 8
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