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| RESUMEN

En Meéxico, los maices (Zea mays L.) de grano azul se destinan a la
elaboracion de diversos alimentos, dentro de los cuales la tortilla es el mas comun.
La variabilidad en el contenido de antocianinas, pigmentos responsables de la
coloracién azul en el grano de maiz, lo hace un producto potencial para el suministro
de colorantes y antioxidantes naturales, asi mismo se ha descrito que algunos
compuestos fendlicos de origen vegetal presentan actividad antioxidante a nivel
celular, por lo que el consumo de estos se consideran como promotores de salud. El
objetivo del presente trabajo fué evaluar el efecto del proceso de extrusién- coccion-
alcalina de maiz azul sobre los niveles y perfiles de compuestos fendlicos,
antocianinas, acidos fendlicos y su actividad antioxidante en tortillas elaboradas por
dicho proceso. Tortillas de maiz azul elaboradas a partir de harinas instantaneas
obtenidas por el proceso de extrusidn-coccion-alcalina, presentaron un alto contenido
de compuestos fendlicos y actividad antioxidante determinada por los métodos de
ORAC y DPPH. El proceso de extrusion-coccion-alcalina mostré6 decrementos en el
contenido de compuestos fendlicos y antocianinas, sin embargo, las pérdidas en la
concentracion de estos compuestos, fue menor con lo reportado en tortillas
elaboradas con el proceso tradicional de nixtamalizacion. Tortillas azules retuvieron
el 92 y 25 % del contenido total de fendlicos (suma de la fraccion libre + ligada) y
antocianinas, ademas, incrementaron su actividad antioxidante en un 8% (ORAC) y
10 % (DPPH), con respecto al grano crudo. Se identificaron seis acidos fendlicos en
la fraccion libre y ligada en grano crudo y tortilla (ferulico, sinapico, siringico, vanilico

y p-hidroxibenzoico), de los cuales el ferulico fue predominante (86% de
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abundancia), seguido por el acido p-cumarico y sinapico. Sin embargo, la
transformacion de grano a tortilla mostré un incremento en la concentracion de estos
acidos. Esto podria indicar que el tratamiento térmico genera cambios en la matriz
del grano de maiz, con la consecuente liberacion de estos compuestos, los cuales
podrian estar ligados a pared celular y convertirlos a su forma libre. Para el perfil de
antocianinas, se lograron identificar en grano y tortilla seis tipos diferentes: la
cianidina-3-glucésido, pelargonidina-3-glucésido, peonidina-3-glucdésido, cianidina-3-
(6""-malonilglucosido), pelargonidina-3-(6""-malonilglucésido) y la cianidina-3-(6""-
succinilglucosido). Debido al alto contenido de compuestos fendlicos y actividad
antioxidante, y un perfil cromatografico dominado por la cianidina, estos maices son
materia prima atractiva para elaborar productos alimenticios con potencial

nutracéutico.



ABSTRACT

In Mexico, blue grain maize (Zea mays L.) is used for the production of several
foods, such as tortillas. The variability of anthocyanins and pigments present in blue
corn grains may represent a potential supply for dyes and natural antioxidant product
that can be used as a health promoters. The objective of this study was to evaluate
the effect of lime-cooking extrusion process to determine the levels and profiles of
phenolic compounds, anthocyanins, phenolic acids, and antioxidant activity in blue
corn tortillas. Blue corn tortillas made from instant flours obtained by lime-cooking
extrusion process, showed a high content of phenolic compounds and antioxidant
activity determined by ORAC and DPPH methods. The lime—cooking extrusion
process showed decreases in the content of phenolic compounds and anthocyanins,
however, losses in the concentration of these compounds were lower than the
reported in tortillas made with the traditional nixtamalization process. The blue tortillas
retained 92 and 25% of the total phenolic content (sum of the free fraction + bound)
and anthocyanins, also, it was an increased in the antioxidant activity 8% (ORAC)
and 10% (DPPH), with respect to the raw maize. Six phenolic acids were identified in
the free fraction and bound in raw maize and tortilla (ferulic, sinapic, syringic, vanillic
and p-hydroxybenzoic acid), of which, ferulic acid was predominant (86%
abundance), followed by p-coumaric and sinapic acid. However, the transformation of
raw maize to tortillas showed an increase in the concentration of these acids. This
could indicate that the heat treatment causes changes in the matrix of the corn kernel,
with the consequent release of these compounds, which could be linked to cell wall
and convert them to its free form. For the anthocyanins profile, six different types

were identified in raw maize and tortillas: cyanidin-3-glucoside, pelargonidin-3-
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glucoside, peonidin-3-glucoside, cyanidin-3-(6"-malonyl glucoside), pelargonidin- 3-
(6"-malonyl glucoside) and cyanidin-3- (6"-succinyl glucoside). As a general
conclusion, the high content of phenolic compounds, antioxidant activity and cyanidin
in blue corn tortilla, may it an attractive raw material for food products with

nutraceutical potential.



Il INTRODUCCION

Desde la época de los aztecas se reconocen muchos tipos de maiz con
diferentes aplicaciones, estos genotipos varian en tamafio de grano, textura,
pigmentacién o color y aplicacion culinaria (Preciado y Montes 2011). Evidencias
arqueologicas han demostrado que el maiz es originario de México (Benson y
Pearce 1988), y es el cereal mas producido en el mundo, con una produccion global

de 1008.79 millones de toneladas (USDA 2015). En México se ha reportado la

existencia de 59 razas de maiz (Sanchez y col 2000). Dentro de las razas se ha
propuesto la clasificacion por tipos o por coloracién de grano, el color se determina
por la frecuencia de pigmentos encontrados en estos maices como las antocianinas
en los maices azules (Iraniy col 2003). Recientemente, el maiz azul ha sido utilizado
para elaborar tortillas y botanas pigmentadas debido a que estos productos se
aprecian como promotores de salud (El-Sayed y col 2006; Serna-Saldivar 2010)
dentro de sus beneficios a la salud destacan su alta actividad antioxidante, actividad
antiinflamatoria y anticancerigena (Lépez-Martinez y col 2009; Zhao y col 2009;
Serna-Saldivar y col 2011; Reynoso-Camacho y col 2015, Urias-Lugo y col 2015).
Adicionalmente, el valor nutrimental del maiz azul se basa en su endospermo
harinoso y contenido de proteina que es considerado como el mas alto comparado
con maiz blanco y amarillo (Betran y col 2001). La nixtamalizacion es el principal
proceso de transformacion del maiz para su consumo. Esta tecnologia es utilizada
ampliamente en América para la obtencion de una gran variedad de productos (como
tortillas, botanas, atoles, entre otros). El proceso de nixtamalizacion tradicional

involucra cambios quimicos, estructurales y nutricionales en los diversos



constituyentes del grano (Gémez y col 1989; Bressani 1990; Serna-Saldivar y col
1990; Ramirez-Wong y col 1994; Rojas-Molina y col 2007). La tecnologia de
extrusion-coccion alcalina, es actualmente una técnica de procesamiento
ampliamente utilizada en alimentos, ya que minimiza la degradacion de nutrimentos
por la accion del calor y mejora la digestibilidad del almidon y desnaturalizacion de
proteinas; también destruye la mayoria de los factores antinutricionales del alimento
(Serna-Saldivar y col 1988). El desarrollo de procesos alternativos se debe a que la
nixtamalizacion tradicional requiere de largos periodos de tiempo de coccion, y el uso
de gran cantidad de agua, que da como subproducto al liquido denominado
“nejayote”, cuyo pH es elevado y contiene una alta concentracion de compuestos
bioactivos (Gutiérrez-Uribe y col 2010). Los procesos alternos se enfocan en la
reduccion de tiempo de procesamiento y efluentes contaminantes, asi, se han
desarrollado tecnologias que optimizan el contenido de compuestos bioactivos en
productos nixtamalizados para obtener un beneficio adicional a la salud (Escalante-
Aburto y col 2013). Existen varios estudios que han reportado el efecto del proceso
de extrusion-coccion alcalina sobre el contenido de polifenoles y antioxidantes de los
productos de maiz (Mora -Rochin y col 2010; Aguayo- Rojas y col 2012; Sanchez-
Madrigal y col 2014), pero no existe suficiente informacion cientifica sobre el efecto
que tiene dicho proceso sobre los niveles y perfiles de compuestos bioactivos y su
actividad antioxidante en tortillas de maiz azul elaboradas utilizando la tecnologia de
extrusion coccion alcalina. El objetivo de la presente investigacion fué determinar los
niveles y perfiles de compuestos fenodlicos, antocianinas y acidos fendlicos y su

actividad antioxidante en tortillas elaboradas por dicho proceso en maiz azul.



Il REVISION DE LITERATURA

A RADICALES LIBRES EN SISTEMAS BIOLOGICOS

Los radicales libres (RL) son atomos o grupos de atomos que tienen un
electron desapareado, altamente reactivos ya que tienden a captar un electrén de
otros atomos con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica (Maldonado-

Saavedra 2010).

Los RL son generados durante la respiracion y metabolismo celular. Bajo
condiciones fisiologicas normales, aproximadamente el 2 % del oxigeno consumido
por el cuerpo humano durante la respiracion es convertido a anion superoxido (O2-)
(Kunwar y Priyadarsini 2011). Los RL pueden ser generados como producto de
reacciones homoliticas, heteroliticas o reacciones redox, consisten en especies
reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrogeno (RNS). Las ERO
incluyen radicales libres como el anion superdxido (O2-), radical hidroxilo (OHs),
oxido nitrico (NO), y otras especies como el peréxido de hidrégeno (H202) que no es
un radical libre (Babbar y col 2015). Ejemplos de radicales libres y oxidantes
comunes son resumidos en el Cuadro 1.

El oxido nitrico y el radical anién superdxido son las principales especies
reactivas producidas por las células en la normalidad de sus funciones fisioldgicas,
las cuales pueden reaccionar con otras especies produciendo mas especies
reactivas del oxigeno y especies reactivas de nitrégeno respectivamente (Powere y
Jackson 2008).

1 Biomecanismo de formacion de radicales libres



Cuadro 1. Radicales libres y oxidantes mas comunes encontrados en la fisiologia

humana

Radicales libres Oxidantes

¢ Radical anion superéxido
e Radical hidroxilo

e Radical hidroperoxido

¢ Radical peroxilo

e Oxido nitrico

Oxigeno singlete
Ozono

Peréxido de hidrogeno
Hipoclorito

Oxido nitroso

Dasgupta y Klein (2014)



Los RL se producen generalmente en la célula a través de reacciones de
transferencia de electrones, con o sin participaciéon enzimatica, pero mediada por
iones metalicos de transicion; tal es el caso del radical OH+ que es generado siempre
que el H202 entra en contacto con iones cobre (Cu*?) o iones fierro (Fe*?); ya que el
H20-2 y los complejos metalicos estan presentes en humanos, es légico asumir que el
OHe puede ser formado in vivo (Drogue 2002; Pryor y col 2006).

Los mecanismos de formacién de los RL principalmente son tres:

1. Transferencia electrénica, en la que se produce la donacion de un electrén a una
molécula.

2. Pérdida de un proton de una molécula.

3. Ruptura homolitica de un enlace covalente de cualquier molécula, de manera que
cada fragmento obtenido conserva uno de los electrones apareados del enlace.

Si bien mas del 95% del Oz consumido por las células de nuestro organismo
es reducido completamente a H>O durante la respiracién mitocondrial, un pequefo
porcentaje (<5%) es convertido a ERO (Figura 1). Una vez que se ha formado el RL
en la reaccién de iniciacion, éste tiene la capacidad de ceder el electron a cualquier
otro compuesto, originandose nuevos radicales, lo cual constituye la reaccion de
propagacion en cadena que puede amplificarse tanto, que puede afectar los tejidos
corporales (Venereo y Justo 2002; Emina 2008; Laguerre y col 2015).

2 Fuentes generadoras de radicales libres

Existen varias fuentes capaces de producir RL, estas se dividen en fuentes
endogenas y exogenas, dentro de las fuentes enddgenas las mitocondrias

constituyen las mas importantes, aunque existen otras como los peroxisomas
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(organelos del citosol muy ricos en enzimas oxidasas), los leucocitos
polimorfonucleares (cuando se activan por diversas proteinas que actuan sobre ellos,
por ejemplo las interleucinas, particularmente durante los procesos inflamatorios) y la
enzima xantina deshidrogenasa, que se encuentran en los endotelios (Oxilia 2010;
Babbar y col 2015).

a Fuentes endégenas

Las principales fuentes enddgenas generadoras de RL se resumen en el
Cuadro 2.

Los RL se generan continuamente en cantidades pequefias en procesos
celulares normales como la respiracion y sefalizacion celular, la neurotransmision, la
relajacion del musculo, el peristaltismo, la agregacion de las plaquetas, la modulacion
de la presién arterial, el control del sistema inmune, la fagocitosis, la produccién de la
energia celular, la regulacion del crecimiento celular, la sintesis de componentes
biolégicos importantes y el metabolismo de xenobidticos (Limon-Pacheco col 2009).
A escala bioldgica, una de las principales fuentes de RL son las enzimas; algunas de
ellas producen radicales como intermediarios cataliticos; esto ocurre generalmente
para las enzimas que metabolizan xenobidticos, los cuales son oxidados o reducidos
por intercambio de un solo electron para formar radicales intermediarios (Roberfroid y
Calderon 1994).

b Fuentes exdégenas

Los radicales libres también son generados por factores como: la
contaminacion ambiental, la exposicion a radiaciones ionizantes, el tabaco, los
medicamentos, entre otros. Estas fuentes se resumen en el Cuadro 3 (Babbar y col

2015).
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Cuadro 2. Fuentes endogenas generadoras de radicales libres

Proceso fisiologico

Efecto

Respiracion mitocondrial

Autooxidacion

Reaccion enzimatica

lones metalicos

Ejercicio vigoroso

Infeccioén

Genera O2-

La auto oxidacion de moléculas bioldgicas en el
cuerpo (hemoglobina, mioglobina).

Reacciones donde se involucra la xantino oxidasa,
lipooxigenasa, aldehido oxidasa, etc.

lones de cobre, reaccionan con el peroxido de
hidrégeno.

Activando la xantino oxidasa.

El sistema inmunoldgico trata de neutralizar los
microorganismos invasores con una explosion de
radicales libres.

Dasgupta y Klein (2014)
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Cuadro 3. Fuentes exdgenas generadoras de radicales libres

Fuente externa Efecto

Contaminacion del La exposicién a contaminacion produce estrés oxidativo,

aire aumentando el riesgo de asma, ECV, y cancer de
pulmon.

Exposicion a la La exposicion a luz UV y al sol de manera excesiva y

radicacién prolongada aumenta el estrés oxidativo.

Tabaquismo Los oxidantes presentes en el humo del tabaco pueden

causar riesgo de cancer de pulmon.

Medicamentos Los medicamentos como la bleomicina, adriamicina, y
sulfasalazina puede producir estrés oxidativo.

Dasgupta y Klein (2014)
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La respiracién de aire contaminado puede exponer a las personas a los RL,
las particulas finas encontradas en el aire contaminado tienen actividades de RL que
causan inflamacion pulmonar y dafo a las células pulmonares aumentando el riesgo
de ataque de asma y a padecer la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (Liy col
1996). Asimismo, el humo de tabaco, la exposiciéon prolongada al sol, y algunos
farmacos generan estrés oxidativo y algunos tipos de cancer (Faux y col 2009; Ho y
col 2007; Arouny col 2012).

3 Efecto nocivo de los radicales libres

Si bien es cierto que los RL son elementos fundamentales en el metabolismo,
también constituyen un riesgo, especialmente para las células y las biomoléculas,
como los acidos nucleicos, las proteinas, polisacaridos y lipidos (Saavedra y col
2010), produciendo un dafio celular irreversible que puede llevar al dafio del tejido y
eventualmente a la muerte celular (Figura 2) (Turrens 2003).

Lipidos: Es aqui donde se produce el mayor dafio, en un proceso que se conoce
como peroxidacion lipidica, la cual afecta a las estructuras ricas en acidos grasos
poliinsaturados, ya que se altera la permeabilidad de la membrana celular
produciéndose edema y muerte celular. La peroxidacion lipidica puede ser
desencadenada por el oxigeno, el oxigeno singlete, el peroxido de hidrogeno y el
radical hidroxilo. Los acidos grasos insaturados, componentes de la membrana
celular, son vulnerables al ataque oxidativo iniciado por los RL del oxigeno. Una vez
gue se inicia el proceso, toma forma de cascada, con produccion de RL que lleva a la
formacion de peroxidos organicos y otros productos, a partir de los  acidos

grasos insaturados; una vez
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formados estos RL, son los responsables de los efectos citotoxicos (Venereo 2002).
Proteinas: Se conoce que los RL oxidan a los aminoacidos que constituyen a las
proteinas produciendo diversas modificaciones: formacion de grupos carbonilo,
asociacion de fragmentos proteicos por entrecruzamientos de enlaces disulfuro,
rompimiento de enlaces peptidicos, pérdida de la afinidad por los metales,
incremento en la hidrofobicidad, ocasionando que las proteinas sufran cambios en su
estructura, actividad y funcionalidad, y provocando que las proteinas que sufren un
dafo oxidativo presenten un deterioro en su actividad hormonal y enzimatica, asi
como el transporte de iones, ademas de una mayor sensibilidad a la degradacion
proteolitica (Delgado- Olivares 2010).
ADN: Los RL también atacan al ADN dafiando a los genes que codifican a las
proteinas necesarias para llevar a cabo todas las funciones celulares.

Se sabe que el dafio oxidativo sobre el ADN, producido especificamente por el

radical OH: conduce a diversas modificaciones que dan como resultado mutaciones,

reordenamientos cromosomicos, activacion o inactivacion de genes, que afectan
incluso la biosintesis de cadenas de ADN (Venereo 2002; Lieber y col 2004).
4 Funcion fisiologica de los radicales libres en el cuerpo humano

Mientras que a concentraciones altas los RL y especies reactivas pueden
causar dafo a todas las biomoléculas, a concentraciones moderadas estos RL, en
especial las ERO tienen una funcion importante, como mediadores en la regulaciéon
del proceso de sefalizacion celular (Valko y col 2007).

En condiciones fisiolégicas normales, la cantidad de RL generados esta
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estrechamente controlado por la defensa antioxidante del cuerpo, de modo que se
mantiene un estado estacionario de RL. En general, en condiciones fisiologicas
normales, las células prefieren estar en estado redox, y su oscilacion determina las
funciones celulares. Las células se comunican y responden entre si por estimulos
externos generados a través del mecanismo bioldgico conocido como sefalizacion o
transduccion celular, que generalmente es estimulada por hormonas, factores de
crecimiento, citoquinas y neurotransmisores (Valko y col 2007).

Por lo tanto, la iniciacion y la funcion de la transduccion de sefales se basa en
la accion de especies reactivas de oxigeno como moléculas de sefalizacion que
pueden actuar en diferentes niveles en la transduccion de sefales (Valko y col
2007).

En la ultima década se han acumulado evidencias que permiten afirmar que
los RL y el conjunto de especies reactivas que se les asocian, tienen una funcion
central en nuestro equilibrio homeostatico (normal funcionamiento de los
mecanismos de regulacion que conservan el estado normal del medio fisiolégico). En
mamiferos, son muchos los procesos fisioldgicos impulsados por estas especies,
como por ejemplo los mecanismos patdgenos asociados a virus, bacterias, parasitos
y células anormales, constituyendo un mecanismo de defensa del organismo frente a
estos agresores, ademas actuan regulando la diferenciacion celular, y tienen una
funcién importante en el envejecimiento (Sena y Chandel 2012). Varias funciones
fisiologicas de las especies reactivas de oxigeno se resumen en el Cuadro 4.

5 Estrés oxidativo
Especies reactivas de oxigeno y especies reactivas de nitrogeno generadas

durante el proceso fisiolégico normal también son necesarias en baja a moderada

17



Cuadro 4. Importantes funciones fisioldgicas de las especies reactivas de oxigeno

Funciones fisiolégicas de las ERO

e Crecimiento y proliferacion
celular

e Division celular

e Regulacién del equilibrio redox

de la célula

Transduccién de sefiales
Activar proteinas quinasas que
regulan funcione de genes

Regular la funcion inmune

Dasgupta y Klein (2014)
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concentracion para la transduccidon de sefiales y otras funciones bioldgicas
importantes. Sin embargo, cuando un exceso de EROS no puede ser neutralizado
correctamente por la defensa antioxidante del cuerpo, se genera estrés oxidativo, un
desequilibro entre la generacion de RL y sustancias protectoras, el cual esta

vinculado a muchas enfermedades (Figura 3) (Babbar y col 2015).

6 Sistema de defensa antioxidante del cuerpo

Las reacciones de oxidaciéon son esenciales en los procesos metabdlicos
celulares. Dichas reacciones involucran la transferencia de electrones que producen
RL. Esta situacion es incompatible con la vida, a menos que existan en las células
mecanismos de defensa que neutralicen estos radicales (Oxilia 2010). A estas
defensas se les denomina antioxidantes y se les considera como t al, a cualquier
sustancia que en concentraciones normales posea una afinidad mayor que cualquier
otra molécula para interaccionar con un RL. El antioxidante al colisionar con él, le
cede un electron oxidandose y transformandose en un RL no téxico (Babbar y col
2015).

La defensa antioxidante puede ser eficaz a través de diversas maneras: como
inhibidores de las reacciones de oxidacion de radicales libres (oxidantes preventivas)
mediante la inhibicion de la formacion de radicales libres de lipidos; mediante la
interrupcion de la propagacion de la reaccion en cadena de la autooxidacién, como
extintores de oxigeno singlete, a través de la sinergia con otros antioxidantes, como
agentes que convierten la reduccion de hidroperoxidos en compuestos estables,
como quelantes de metales que convierten el metal pro-oxidantes (derivados de

hierro y cobre) en productos estables y, finalmente, como inhibidores de enzimas
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pro-oxidativas (lipooxigenasas) (Darmanyan y col 1998; Heim y col 2002; Min y Boff
2002; Pokorny 2007; Kancheva 2009).

En condiciones fisiologicas normales, el organismo neutraliza las ERO a
través de varios mecanismos antioxidantes que involucran la produccion de enzimas
antioxidantes como la superéxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y otras,
para prevenir el dafo oxidante (Saavedra y col 2010). De lo anterior se deduce que
el sistema antioxidante humano se divide en dos grupos, antioxidantes enzimaticos
(se encuentran en el organismo y son sintetizados por las células) y antioxidantes no
enzimaticos (ingresan a través de la dieta) (Figura 4) (Rahman 2007).

a Defensa enzimatica celular

En cuanto a la defensa enzimatica celular esta se divide en enzimatica
primaria y secundaria. Con respecto a la defensa primaria, se compone de tres
enzimas importantes que impiden la formacién o neutralizan los RL: la glutatién
peroxidasa, que dona dos electrones para reducir los peroxidos, la catalasa, que
convierte el peroxido de hidrégeno a oxigeno molecular y agua, y finalmente, la
superoxido dismutasa que convierte aniones superoxido en peroxido de hidrogeno
como sustrato para la enzima catalasa (Babbar y col 2015).

La defensa enzimatica secundaria incluye a la glutation reductasa y glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa. La glutation reductasa reduce al glutation (antioxidante) de
su forma oxidada a su forma reducida. La glucosa-6-fosfato regenera NADPH
(nicotinamida adenina dinucledtido fosfato coenzima utilizado en reacciones
anabolicas) (Gamble y Burke 1984; Ratnam y col 2006).

Por lo general, las enzimas antioxidantes proporcionan la defensa antioxi-
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Carocho y Ferrerira (2013)
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dante mas fuerte, a pesar de que todos los antioxidantes son importantes para la

neutralizacién apropiada del estrés oxidativo (Figura 5) (Miao y Clair 2009).

b Antioxidantes no enzimaticos
Los antioxidantes exdgenos provienen de la dieta, y dentro de este grupo se
incluyen algunas vitaminas, carotenoides, flavonoides, acidos fendlicos, etc.
(Laguerre y col 2015) (Cuadro 5).
La vitamina C es capaz de estabilizar al radical superéxido, hidroxilo, y peroxilo,
asi como otros oxidantes, incluyendo peroxido de hidrogeno, acido hipocloroso y el

oxigeno singlete (Stocker y col 1987).

Los carotenoides son solubles en lipidos, la forma mas comun es [(B-caroteno.
Estos antioxidantes pueden neutralizar los radicales peroxil asi como oxigeno
singlete. Ademas, B-caroteno es un precursor de la vitamina A, la cual también tiene

actividad antioxidante (Young y Woodside 2001).

Los flavonoides son un grupo de compuestos antioxidantes compuesto por
flavonoles, flavanoles, antocianinas, isoflavonoides, flavanonas y flavonas. Las
propiedades antioxidantes otorgados a flavonoides se deben a los grupos hidroxilo
unidos al anillo de su estructura que pueden actuar como agentes reductores,
donadores de hidrogeno, desactivadores de oxigeno singlete, captadores de
radicales superodxido e incluso como quelantes de metales (Prochazkova y col 2011).

Los acidos fendlicos actuan como quelantes y captadores de radicales libres
con especial incidencia en los radicales hidroxilo, peroxilo, aniones superéxido y
peroxinitritos (Krimmel y col 2010; Terpinc y col 2011).

Frutas y vegetales son fuentes ricas de compuestos fendlicos, el consumo de
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Cuadro 5. Fuentes de sustancias antioxidantes de origen dietético y su accion

antioxidante

Antioxidante

Fuente

Efecto

Vitamina E
(tocoferol)

Vitamina C

(ac. ascorbico)

B-Caroteno
(pro-vitamina A)
Flavonoides

(polifendlicos)

Oligoelementos
Selenio (Se),
Zinc (Zn),Cobre

(Cu)

Aguacate, camote, esparragos,
espinacas, tomate, brdcoli,
zanahoria, aceites (oliva, maiz,
cartamo, soya), cereales, arroz

integral, lentejas, yema de
huevo, mantequilla, platano,
moras, frutos secos.

Acelgas, tomates, perejil,
pimiento verde, coliflor, coles de
Bruselas, nabos, grosellas,

citricos, melodn, kiwi, fresas.

Zanahoria, tomates, espinacas,
meldn, melocotdn, mango.

Espinacas, cebolla, ajo, té
verde, vino, manzanas, peras,
citricos.

Carne, pescado, cereales
integrales, lacteos, ajo,
cebollas,brocoli, frutos secos,
te, pifa, visceras, cacao Yy
derivados.

Mantiene la integridad de
la  membrana celular,
protege la destruccion de
la vitamina A, retarda el
envejecimiento celular.

Inhibidor de la oxidacion
de lipidos, regenera a la
vitamina E, ofrece
proteccion contra todo tipo
de cancer.

Protege al ADN, detiene el
deterioro de tejidos.

Quelaciéon de metales

Forman parte del nucleo
activo de las enzimas con
actividad antioxidante,
mantienen en buen estado
las funciones hepaticas,
cardiacas reproductoras,
protector contra el cancer.

Delgado-Olivares (2010)
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dichos compuestos se asocian con un incremento en la proteccion antioxidante en el
cuerpo, combatiendo enfermedades cardiovasculares, diabetes y algunos tipos de
cancer, segun lo demostrado por estudios epidemioldgicos (Liu 2007).

Investigaciones, han mostrado que el contenido de fendlicos y actividad
antioxidante en cereales fue subestimado en la literatura, debido a que compuestos
fendlicos presentes en granos de cereales no eran cuantificados, por lo que, la
concentracion de estos compuestos en cereales resultan ser mas altos de lo
reportado previamente (Liu 2007).

En este sentido, el trigo, arroz y maiz, son considerados los cereales mas
importantes en la dieta humana. De los cuales, el maiz contiene una mayor
concentracion de compuestos fenadlicos, seguido por trigo y arroz (Liu 2007).

Asi, cereales contienen fitoquimicos unicos, que al ser consumidos junto con
fitoquimicos provenientes de frutas y vegetales, son complementados debido a

efectos sinergisticos (Liu 2007).

B  MAIZ (ZEAMAYSL.)

1 Origen y diversidad

Evidencias arqueoldgicas han demostrado que el maiz es originario de México
y se dispersé hacia el norte, hasta Canada, y hacia el sur hasta Argentina
(Benson y Pearce 1988; Sanchez y col 2000), esto indica muy claramente que el
maiz ya se cultivaba entre los afos 2,000-2,500 A.C., la evidencia paleo
etnobotanica mas antigua de su domesticacion es en el sitio conocido como “Nac
Neish” localizado en el sur del estado de Tamaulipas. El cultivo del maiz y otras
plantas originarias de América gradualmente transformaron al hombre némada en
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sedentario. Los primeros agricultores seleccionaron y manipularon al maiz, y a través
de varios siglos lo transformaron en una amplia gama de razas autdctonas.
Inmediatamente el cultivo del maiz se posicioné como el cultivo mas importante y el
centro de desarrollo de las culturas mesoamericanas (Serna-Saldivar 2011).

Se han postulado tres teorias acerca del desarrollo del maiz en mazorca que
conocemos hoy en dia. La primera es que el maiz moderno resulté de la cruza del
Teocintle y Tripsacum. La segunda es que el maiz moderno proviene del maiz
Tunicado y que el Teocintle es el resultado de la cruza del genero Zea y Tripsacum.

La tercera y reconocida como la mas valida es que el maiz evolucion6 simple
y sencillamente del Teocintle (Galinat 1988).

México posee la mayor diversidad genética de maiz, la cual se manifiesta en
la variacion de caracteres morfolégicos, vegetativos, de espiga, mazorca, grano y
composiciéon quimica del grano y polen (Vazquez Carrillo y col 2003). Desde la
época de los aztecas se reconocen muchos tipos de maiz con diferentes
aplicaciones. Estos genotipos varian en tamafio de grano, textura, pigmentacion o
color y aplicacion culinaria (Preciado y Montes 2011). Esta diversidad si bien esta
definida por el factor genético, también depende de las practicas de -cultivo,
condiciones climaticas y tipo de suelo (Agama- Acevedo y col 2011).

a Razas criollas de maiz

El término “maiz criollo” se utiliza para denotar variedades de maiz (Zea mays
L.) nativas a una comunidad, region o estado, tales variedades estan conformadas
por poblaciones heterogéneas de plantas, las cuales son diferenciadas por los
agricultores por su color, textura, forma del grano, forma de la mazorca, ciclo de

cultivo y uso (Gaytan-Martinez y col 2013). Estos materiales genéticos han sido
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desarrollados por los agricultores, producto de milenarias practicas agricolas
vinculadas al conocimiento tradicional de los pueblos indigenas de México,
principales herederos, custodios y mejoradores del germoplasma nativo (Fernando-
Suarez y col 2013).

El término raza se ha utilizado en el maiz y en las plantas cultivadas para
agrupar individuos o poblaciones que comparten caracteristicas en comun, de orden
morfoldgico, ecologico, genético y de historia de cultivo, que permiten diferenciarlas
como grupo (Anderson y Cutler 1942; Hernandez y Alanis 1970; Harlan y de Wet
1971). Las razas se agrupan a su vez en grupos o complejos raciales, los cuales se
asocian a una distribucion geografica y climatica mas o menos definida y en una
historia evolutiva comun (Goodman y McK Bird 1977; Sanchez 1989; Sanchez y col
2000).

El concepto y la categoria de raza son de gran utilidad como sistema de
referencia rapido para comprender la variacion de maiz, y para su uso en el
mejoramiento (Perales y Golicher 2011). Cada raza puede comprender numerosas
variantes diferenciadas en formas de mazorca, color y textura de grano,
adaptaciones y diversidad genética.

Las razas se nombran a partir de distintas caracteristicas fenotipicas (Conico,
por la forma de la mazorca), tipo de grano (Reventador, por la capacidad del grano
para explotar y producir palomitas), por el lugar o regién donde inicialmente fueron
colectadas o son relevantes (Tuxpefio de Tuxpam, Elotero de Sinaloa, Chalquefio,
tipico del Valle de Chalco) o por el nombre con que son conocidas por los grupos
indigenas o mestizos que las cultivan (Zapalote Chico en el Istmo de Oaxaca o

Apachito en la Sierra Tarahumara) (Wellhausen y col 1951).
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En América Latina se han descrito cerca de 220 razas de maiz (Goodman y
McK Bird 1977), de las cuales 64 se han identificado y descrito en su mayoria, para
México, de estas, 59 se pueden considerar nativas del pais (Cuadro 6) (Wellhausen
y col 1951; Hernandez y Alanis 1970; Sanchez 1989; Sanchez y col 2000).

Como variantes dentro de las razas se ha propuesto la clasificacion por tipos
de coloracion de grano. El color se determina por la frecuencia de pigmentos
encontrados como los carotenoides en los granos amarillos (Egesel y col 2003) y
antocianinas en los azules o rojos (lrani y col 2003).

b Diversidad genética en Sinaloa

En el estado de Sinaloa se cultivan en su mayoria maices hibridos blancos y
en algunas areas maiz amarillo para la produccién de etanol y generacion de
subproductos como pasta con alto contenido proteico para el sector pecuario. Esta
politica ha dejado de lado la enorme diversidad de maices criollos que posee nuestro
estado y que se cultivan de forma tradicional por campesinos en las zonas altas o de
temporal, contribuyendo con ello a la pérdida de diversidad genética.

El entorno de condiciones climaticas desfavorables presentes en Sinaloa, en
cuanto a lluvia, disminucion de superficies sembradas con maiz de temporal,
sustitucidn por cultivos forrajeros menos exigentes de humedad, asi como un entorno
social de productores de edad avanzada y la salida de poblacion joven de las zonas
rurales, resulta desfavorable para salvaguardar la diversidad del maiz heredada. Sin
embargo, una seleccion adecuada de hibridos, el manejo eficiente de la fertilizacion y
el uso de paquetes tecnologicos, aunado a la experiencia alcanzada por los
productores en el manejo del cultivo han sido determinantes para elevar los niveles

productivos que se han venido mejorando afio con afio (Miguel y col 2004).
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Cuadro 6. Clasificacion de las razas mexicanas de maiz

Grupo racial Nombre de la raza

Razas Indigenas Palomero Toluqueno; Arrocillo Amarillo; Chapalote;
Antiguas Nal-Tel.

Exoéticas Precolombinas Cacahuacintle; Harinoso de Ocho: Sub-Raza Elotes
Occidentales; Olotén; Maiz Dulce.

Razas Mestizas- Conico; Reventador; Tabloncillo; Tehua; Tepecintle;

Prehistoricas Comiteco; Jala; Zapalote Chico; Zapalote Grande;
Pepitilla; Olotillo: Subraza: Dzit-Bacal, Tuxpefo;
Vandefo.

Modernas Incipientes Chalqueno; Celaya; Conico Nortefio; Bolita.

Razas No bien Conejo; Mushito; Complejo Serrano de Jalisco;

Definidas Zamorano Amarillo; Maiz Blando de Sonora;

Onaveno; Dulcillo del Noroeste.

Razas no clasificadas Azul; Apachito; Tablilla de Ocho; Gordo; Tuxpefo

en alguno de los grupos Nortefio; Bofo; Onavefio; Coscomatepec; San Juan;

propuestos Carmen; Coénico Mushito; Tablon-Cénico Nortefio;
Conejo Vandeio; Blandito; Blandito Gordo; Cristalino
de Chihuahua; Cristalino de Chihuahua-Tablon; Azul-
Bofo; Chalquerfio-Elotes Conicos; Codnico-Nortefio-
Bofo; Ancho-Olotillo; Olotdon-Bolita; Codnico-Bolita;
Conico-Cacahuacintle; Tunicado; Maizén; Xmehenal;
Tablén-Perla; Lady Finger; Clavillo; Fasciado; Ratén;
Palomero de Chihuahua; Chatino Maizon; Mixefo;
Choapaneco; Mixteco; Serrano Mixe. Motozinteco;
Elotero de Sinaloa.

Figueroa-Cardenas y col (2013)
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De acuerdo a la base de datos de maices de México conjuntada por
CONABIO, un analisis de la distribucién de las distintas razas, propone regiones que
son centros de diversidad y distribucion para el maiz en México, mencionando a
Sinaloa como centro de distribucion de 13 razas, distintivamente, las razas
Chapalote, Duilcillo de Noroeste, Tabloncillo, Tabloncillo Perla, Reventador, Onavefio,

y Elotero de Sinaloa (Perales y Golicher 2011; Pineda Hidalgo y col 2013).

1) Maiz azul raza Elotero de Sinaloa

Raza cultivada en el occidente de México, desde Sinaloa, Nayarit, Jalisco,
Colima y se extiende hasta Michoacan y Guerrero (Sanchez 1989; Ron y col 2006;
Carrera y col 2008; Gémez y col 2010; CONABIO 2011).

Se considera asociada con la raza Chapalote, a la cual se asemeja en

caracteristicas de mazorca y planta con diferencias en el color y textura de grano, de
la cual probablemente se derivd con cierta influencia de Blando de Sonora o
Harinoso de Ocho; y también estda asociada con Onavefio (Sanchez 1989). Se
caracteriza por sus mazorcas alargadas, semielipticas, de grano de color azul y
textura harinosa a semicristalina (Figura 6) (Sanchez 1989; CONABIO 2010).
Se localiza con mayor frecuencia en la parte sur de Sinaloa, como Concordia y El
Rosario y en la parte sur-centro, en los municipios de San Ignacio y Cosala. Cubre
una gama amplia de altitud, ya que se localiza desde casi el nivel del mar hasta
altitudes mayores a 1,500 metros sobre el nivel del mar. Se utiliza principalmente
para la elaboracion de tortillas de color azul, que destacan por su sabor y olor
(CONABIO 2008).

El pigmento azul se encuentra en la capa de células llamada aleurona,
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Figura 6. Muestra de mazorcas de la raza Elotero de Sinaloa

Vidal Martinez y col (2010)
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donde una mayor concentracion de pigmentos de antocianina hace que los granos
parezcan negros (Betran y col 2001; Dickerson 2003).

El endospermo es de textura suave, lo que hace que los valores de peso
hectolitrico sean menores que los que se presentan en maices dentados.

El maiz azul ha sido utilizado para elaborar tortillas y botanas pigmentadas
debido a que estos productos se aprecian como promotores de salud (El-Sayed y col
2006; Serna-Saldivar 2010). Adicionalmente, el valor nutrimental del maiz azul se
basa en su endospermo harinoso y contenido de proteina que es considerado como
el mas alto comparado con el maiz blanco y amarillo (Betran y col 2001). Por estas
caracteristicas, éste maiz especial es demandado para la produccion de productos
procesados (Rooney y Serna-Saldivar 2003; Mauricio y col 2004; Rojas y Tinoco
2010).

2 Compuestos bioactivos en maiz

El maiz contiene compuestos bioactivos sintetizados en la planta por el
metabolismo secundario, estos compuestos no se consideran como nutrientes sin
embargo poseen actividad biolégica, se acumulan en los tejidos dérmicos del cuerpo
de la planta debido a su papel en la proteccion contra los rayos UV, y como
productos quimicos de defensa contra los patégenos (Babbar y col 2015), cuando
son ingeridos, proveen beneficios a la salud ayudando en la prevencidén y
tratamiento de enfermedades cronico degenerativas (Lopez-Martinez y col 2009;
Serna-Saldivar y col 2011; Reynoso-Camacho y col 2015).

a Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son considerados como metabolitos secundarios
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(Xiao y col 2015), han recibido especial atencion en los ultimos afios debido a sus
funciones bioactivas en las plantas, tales como su actividad antioxidante, antiviral y
antiinflamatoria (Ignat y col 2011).

Son compuestos que en su estructura poseen uno o mas anillos aromaticos
con uno o mas grupos hidroxilos (Xiao y col 2013). Los fendlicos proveen funciones
esenciales en el crecimiento, reproduccion, color y defensa contra patdgenos,
parasitos y depredadores en las plantas (Nayak 2015).

Los compuestos fendlicos en plantas se derivan a través de la ruta de las
pentosas fosfatos y la glucolisis, a partir de eritrosa-4-P y de acido fosfoenolpiruvico
se inicia una secuencia de reacciones que conduce a la sintesis del acido siquimico.
La mayoria de los compuestos fendlicos derivan de la fenilalanina. La enzima
fenilalanina amonio liasa (PAL, por sus siglas en ingles) cataliza la formacién de
acido cinamico por eliminacién de una molécula de amonio de la fenilalanina, la
reaccion que cataliza es una importante etapa reguladora en la formacién de muchos
compuestos fendlicos. Las reacciones posteriores a la catalizada por PAL son
basicamente adiciones de mas grupos hidroxilo y otros sustituyentes. Los acidos
frans-cinamico y p-cumarico se metabolizan para formar acido ferulico y acido
caféico (Figura 7) (Avalos Garcia y Pérez-Urria Carril 2009; Cohen y Kennedy
2010).

Los fendlicos en el maiz se encuentran comunmente ligados a pared celular
en complejas estructuras como la celulosa, lignina y esterificadas a proteinas (Adom
y Liu 2002). Los compuestos fendlicos mas comunes encontrados en granos son

acidos fendlicos y flavonoides (Liu 2007).
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Figura 7. Biosintesis fenolica

Avalos Garciay Pérez-Urria Carril (2009)
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1) Acidos fenélicos

Los acidos fenolicos derivan del acido cinamico y benzoico, en el maiz hay
dos clases de acidos fendlicos, acidos hidroxibenzoicos y acidos hidroxicinamicos,
dentro del grupo de acidos hidroxibenzoicos podemos encontrar al acido galico, p-
hidroxibenzdico, vanilico, siringico y protocatecuico; y dentro del grupo de acidos
hidroxicinamicos se encuentran los acidos ferulico, cumarico, sinapico y caféico
(Cuadro 7).

Los acidos fendlicos reportados en maiz se presentan en forma libre y ligada.
Los fendlicos libres se localizan en la capa externa del pericarpio y son extraidos
utilizando solventes organicos. Respecto a los fendlicos ligados, estos se encuentran
esterificados a pared celular y para su liberacion de esta matriz es necesario aplicar
hidrolisis acida y basica (Figura 8). Los principales acidos fendlicos en maiz son
ferulico y p-cumarico (Mattila y col 2005; Zadernowski y col 2009; Acosta-Estrada
2014).

Se han reportado propiedades especificas para los acidos fendlicos, dentro de
las que destacan, su propiedad antibacteriana, antiviral, anticancerigena, anti-

inflamatoria, vasodilatadoras (Babbar y col 2015).

2) Flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular, que consisten en
quince atomos de carbono, dispuestos en una configuracion de C6-C3-C6. La
estructura consta de dos anillos bencenicos (anillos A y B) unidos por un heterociclo
piranico (anillo C) (Peluso y col 2015).

Los mas de 4000 flavonoides descritos hasta ahora se han clasificado en
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Cuadro 7. Acidos fendlicos reportados en maiz

Acido fendlico Referencia

Acidos hidroxibenzéicos Pandey y col 2013; Guo y Beta 2013;
_ Gonzalez-Mufioz 'y  col  2013;
e Galico
Pedreschi y Zevallos 2007.
e Vanilico
e Siringico

e p-hidroxibenzdico

Protocatecuico

Acidos hidroxicinamicos Ndolo y col 2013; Urias-Peraldi y col
_ 2013; Rojas-Garcia y col 2012

e Ferulico
Ramos escudero y col 2012

e Caféico
Devanand y col 2012; Mora-Rochin y

e Sinapico

col 2010; Loépez-Martinez y col
e p-cumarico

2009;De la Parra y col 2007; Salinas-

Moreno y col 2007; Del Pozo-Insfran y

col 2006.
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Figura 8. Representaciones de la estructura de la pared celular primaria de material
vegetal y la reticulacion entre los componentes estructurales y compuestos fendlicos.
(A) Celulosa (B) Hemicelulosa (C) Proteinas estructurales (D) Pectina (E) Acidos
fendlicos (D) Lignina.

Acosta Estrada y col (2014)
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varias clases de acuerdo con las variantes estructurales que presenta el anillo C. De
acuerdo con esto, los flavonoides se clasifican en varios grupos: flavonas, flavonoles,
flavanonas, flavanoles, antocianidinas, catequinas, epicatequinas, auronas e
isoflavonoides (Pérez-Jiménez y col 2010). Ayudan a proteger la planta contra la luz
UV, hongos parasitos, herbivoros, patdégenos y dafo celular oxidativo (Sarkar y
Shetty 2014).

Dentro del grupo de los flavonoides se encuentran las antocianinas, pigmentos
hidrosolubles ampliamente distribuidos en el reino vegetal, este tipo de compuestos
proporcionan colores fuertes y se encuentran principalmente en flores y frutas (Han y
col 2007) son solubles en agua y dependiendo del pH y la presencia de iones de
metal, imparten un color intenso azul o morado (Jing y col 2007).

Los precursores de las antocianinas son bien conocidos (Springob y col
2003). Se ha establecido experimentalmente que al anillo A de las antocianinas se
sintetiza por la ruta del acido malonico con la condensacion de tres moléculas de
malonil-CoA, mientras que el anillo B se sintetiza por la ruta del acido shikimico. El
acido shikimico da paso a la fenilalanina que por accién de una fenilalanina amonia
liasa (PAL), y después de una pérdida de NH3 se convierte en acido p-coumarico. El
p-coumaril-CoA luego participa en una reaccion de condensacion con las tres
moléculas de malonil- CoA para formar una chalcona de 15 C, reaccion catalizada
por una chalcona sintetasa. Este compuesto intermedio de 15 C es transformado en
una flavanona en una reaccién catalizada por una chalcona isomerasa. Finalmente,
la flavanona es transformada en la correspondiente antocianidina por una reaccion
de hidroxilacion en el carbono 3 seguida por una deshidratacion (Figura 9). La

molécula de antocianidina se estabiliza por glicosilacién del heterociclo; reaccion en
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Ruta del acido shikimico

Fenilalanina

l, PAL

Acido Cinamico

\l: C4H

Acido p-cumarico

‘L 4cL

p-cumaroil coA

3 malonil coA \1, CHS
Naringenina chalcona

,l, CHI
ENS

Flavona € Naringenina
l, F3H/F3'H/IF3'5'H
Dihidroflavonol
DFR
FLS
\ ANS
Flavonol Antocianina

Las enzimas participantes en la ruta del acido shikimico son: fenilalanina amonio
liasa (PAL), cinamato 4-hidroxilasa (C4H), 4-cumaroil coA ligasa (4CL), chalcona
sintasa (CHS), chalcona isomerasa (CHI), flavanona 3-hidroxilasa (F3H), flavanona
3'6'-hidroxilasa (F3'5'H), flavanona 3'-hidroxilasa (F3'H), dihidroflavonol 4-reductasa

(DFR), antocianidin sintasa (ANS), flavonol sintasa (FLS), flavona sinthasa (FNS).

Figura 9. Ruta general de biosintesis de las antocianinas

Zhang y col (2014).
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la que interviene una glicosil transferasa y posterior posibles reacciones de
metilacion de los hidroxilos seguidas de acilaciones.

Las antocianidinas mas estudiadas son cianidina, delfinidina, pelargonidina,
malvidina, petunidina y peonidina (Moreno y col 2005) estas se encuentran en frutas,
verduras y granos en forma de glicosidos, teniendo glucosa, galactosa, ramnosa,
xilosa o arabinosa adherida a la aglicona (Wangy Stoner 2008). La unidad o
unidades de azucar les confiere una gran solubilidad y estabilidad, generalmente se
une a la antocianidina en la posicion 3 del grupo fendlico, pero puede también
hacerlo en las posiciones 5y 7 (Strack y Wray 1989).

En algunos casos, los azucares estan acilados con grupos derivados del acido
acético o alguno de los cuatro acidos cinamicos (p-cumarico, caféico, ferulico o
sinapico). Se ha observado que la presencia de estos grupos acilo en la molécula de
antocianidina le confiere estabilidad ante condiciones extremas de pH y temperatura.
Cuando en la molécula de antocianina se encuentran unicamente azucares, se
denominan glucosiladas; si ademas de los azucares estan presentes uno o varios
radicales acilo, se catalogan como aciladas (Salinas y col 2010). En las estructuras
vegetativas de esta graminea las antocianinas de tipo glucosiladas o no aciladas
identificadas son cianidina-3-glucosido, pelargonidina-3-glucdsido y
peonidina-3- glucosido; entre las antocianinas aciladas, cianidina-3-malonilglucosido,
cianidina-3-dimalonilglucosido, peonidina-3-(6"-malonilglucosido), peonidina-3-
dimalonilglucosido, pelargonidina-3-(5"-malonilglucosido) han sido reportadas
(Cuadro 8). La estructura completa de las antocianinas aciladas, con la ubicacion
precisa de los puntos donde el radical acilo y azucar se unen, se obtiene utilizando

técnicas tales como resonancia magnética nuclear. En granos de maiz azul, las
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Cuadro 8. Antocianinas reportadas en maiz azul

Antocianinas Referencia

Glucosiladas

Cianidina-3-glucésido

Pelargonidina-3-glucésido

Peonidina-3-glucésido

Aciladas

Cianidina-3-(6"malonilglucosido)

Pelargonidina-3-(6"-malonilglucésido)

Peonidina-3-(6"-malonilglucésido)

Cianidina-3-(3",6"-dimalonilglucdosido)

Pelargonidina-3- dimalonilglucosido

Yang y Zhai 2010; Castafieda-
Sanchez-Madrigal y col 2015; Ovando
y col 2010; Gonzalez-manzano y col
2008; Pedreschi y Zevallos 2007;

Salinas-Moreno y col 2005.

Collison y col 2015;Harakotr y col
2014; Zili¢ y col 2012; Cuevas

Montilla y col 2011; Abdel-Aal 2006.
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antocianinas presentes son derivadas principalmente de la cianidina y malvidina,

siendo la primera dominante (Salinas-Moreno y col 2005).

3 Propiedades nutraceuticas de los compuestos fendlicos

Ademas de la funcion fisioldgica en las plantas, los compuestos fendlicos son
importantes componentes de la dieta humana. Las dietas ricas en fendlicos se han
asociado con una reduccion en la incidencia de enfermedades del tipo de dafio
oxidativo como cancer y enfermedades cardiovasculares (Visioli y col 2000). Muchos
de estos efectos se han atribuido a la capacidad de los compuestos fendlicos para
inhibir las reacciones oxidativas in vivo (Chow y col 2005). La accion de los fendlicos
incluye la supresion de enzimas y oligoelementos que participan en la produccion de
RL, EROS, RNS vy la proteccion de las defensas naturales de los antioxidantes (Han
y col 2007).

Los fendlicos inhiben las enzimas responsables que generan la produccién de
radicales, incluyendo xantina oxidasa, ciclooxigenasa y NADH oxidasa, asi mismo
son eficientes quelantes de metales traza que tienen una funcidon importante en la
generacion de especies reactivas de oxigeno (Cos 2003).

Sin embargo, la actividad antioxidante de estos compuestos se debe
principalmente a la estabilizacion de las especies reactivas a través de la donacion
de atomos de hidrogeno o donacion de electrones (Shahidi y Wanasundara 1992).
Las propiedades estructurales de los fendlicos, en termino de disponibilidad de los
grupos donantes de hidrogeno, determinan la actividad antioxidante (Rice-Evans

1996).

4 Medicion de la actividad antioxidante
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El método conveniente para evaluar la actividad antioxidante debe ser rapido,
reproducible, requerir pequefias cantidades de productos quimicos, y no ser
influenciado por las propiedades fisicas de la matriz de la muestra (Babbar y col
2015).

La actividad antioxidante no puede ser medida directamente, pero puede
determinarse por los efectos del compuesto antioxidante en un proceso de oxidacion
controlado. En la medicion de una muestra oxidante, pueden usarse intermediarios o
productos finales para valorar la actividad antioxidante.

La actividad antioxidante de una muestra no puede ser determinada
basandose solo en un ensayo de prueba. En la practica se realizan muchos modelos
de test in vitro (Cuadro 9) para evaluar la actividad antioxidante de la muestra de
interés; sin embargo, es necesario considerar que los modelos presentan variaciones
que pueden dificultar la comparacion de los resultados entre un método y otro.

Con base a las reacciones quimicas, la gran mayoria de los ensayos para
determinar la capacidad antioxidante pueden ser divididos en dos categorias:
ensayos basados en la reaccion por transferencia de atomos de hidrégeno (HAT) y
ensayos basados en la reaccion por transferencia de electrones (ET).

Los ensayos basados en la transferencia de electrones (ET) involucran una
reacciéon redox con el oxidante como un indicador del punto final de reaccion.

La mayoria de los ensayos basados en HAT monitorean una reaccién cinética
competitiva, generalmente estan compuestos de un generador de radical libre
sintético, una prueba molecular oxidable y un antioxidante. Los ensayos basados en
HAT y ET fueron desarrollados para medir la capacidad de atrapar radicales libres,

en lugar de la capacidad preventiva antioxidante de una muestra (Huang y col 2005).
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Cuadro 9. Tipos de ensayos para la medicion de la actividad antioxidante y su

principio operativo

Radical/ Longitud de pH Tipo de Basado
Croméforo onda ensayo en
HAT/TE
Capacidad de AAPH Aex485nm 7.4 Decaimiento  HAT
absorcion de (Fluoresceina) de
oxigeno radical Aem:538 nm fluorescencia
(ORAC)
Parametro AAPH Aex495nm 7.5 Decaimiento  HAT
antioxidante de de
captura total de A em: 575nm fluorescencia
radicales
(TRAP)
Inhibicion de la N-metil-2- 586 nm 7.4 Mediciobn de la HAT
oxidacion de fenillindol absorbancia
lipoproteinas de
baja densidad
Poder de Quelado de 595 nm 3.6 Medicibndela ET
reduccion iones Fe 3+ absorbancia

antioxidante del
hierro (FRAP)

DPPH DPPH* 515 nm 7.0 Medicion dela ET
absorbancia
Capacidad (ABTS -*) 734 nm 7.4  Medicibndela ET
antioxidante absorbancia
equivalente de
trolox
(TEAC)

Deepshikha Gupta ( 2015)
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En la Figura 10 se muestran las reacciones especificas para los ensayos
basados en la transferencia de electrones y en la transferencia de atomos de
hidrégeno.

Los métodos mas frecuentemente utilizados para medir el potencial
antioxidante in vitro de cereales son: la capacidad de absorcion de oxigeno radical
(ORAC), el 2,2-difenil-1- picrilhidrazil (DPPH *), capacidad antioxidante equivalente
de trolox (ABTS -*), y el poder de reduccion antioxidante del hierro (FRAP) (Fardet y
col 2008).

a ORAC

El ensayo ORAC, mide la inhibicion de la oxidacion inducida por radicales
peroxilo. El radical peroxilo es generado de una fuente como AAPH (2,2°-azobis (2-
amidinopropano) dihidrocloruro), el cual sufre una descomposicién térmica para
producir nitrogeno molecular y radicales alquilo, que en presencia de oxigeno
generara radicales peroxilo, los cuales reaccionan con una sonda coloreada o
fluorescente para formar un producto incoloro o no fluorescente.

La capacidad antioxidante es determinada por la disminucién en la velocidad
de degradacion de la sonda debido a la reaccion de los radicales peroxilo con el
antioxidante para generar un producto no radicalario.

Generalmente se utiliza fluoresceina como sonda y la reaccién suele llevarse
por extensos periodos de tiempo (>30 minutos) para garantizar la estabilizacion de la
reaccion.

Los calculos para expresar los resultados se obtienen de la integracién del
area bajo la curva de decaimiento de fluorescencia, los resultados se expresan en

términos de equivalencia de Trolox (analogo de vitamina E) (Tomer y col 2007).
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Ensayos ET

Oxidante — prov.eni.ente del Oxidante _ Antioxidante
(prueba) antioxidante reducido oxidado

Ensayos HAT

ROO’ + AH = ROOH + A’
A + ROO’ = ROOA

Figura 10. Mecanismos de reaccion por transferencia de electrones y transferencia

de atomos de hidrégeno

Huang col ( 2005)
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b DPPH

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un radical
libre estable debido a la deslocalizacion de un electron desapareado sobre la
molécula completa, por lo cual la molécula no se dimeriza, como es el caso de la
mayoria de los radicales libres. La deslocalizacidén del electron también intensifica el
color violeta intenso tipico del radical, el cual absorbe en metanol a 517 nm. Cuando
la soluciéon de DPPH reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un
atomo de hidrogeno, el color violeta se desvanece. El cambio de color es
monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para la determinacion de los
parametros para las propiedades antioxidantes (Ojha y col 2012).

5 Preparaciones culinarias tradicionales y usos especiales del maiz

La cocina tradicional mexicana, que tiene como base al maiz, es considerada
Patrimonio Cultural Inmaterial de la Humanidad por la Organizacién de Naciones
Unidas para la Educacién, la Ciencia y la Cultura (UNESCO 2010). Si existiera
alguna duda en cuanto al origen del maiz, bastaria con hacer un recuento del
numero de platillos que se preparan con este cereal, muchos de ellos desde tiempos
remotos. El destacado antropologo Eusebio Davalos Hurtado decia que en México
existen no menos de 700 formas de comer el maiz, afirmaciéon que el “Recetario del
Maiz” editado por el Consejo Nacional para las Culturas y las Artes (CONACULTA)
sustenta y amplia considerablemente (Echeverria y Arroyo 2000).

Adicionalmente, el grano de maiz puede ser empleado en muchos tipos de
industrias, como la textil, quimica, de cosméticos y alimentaria (Rooney y col 2003)

de las cuales la industria alimentaria es la mas importante, debido a que existen
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tantas maneras de elaborar los productos como la variabilidad genética lo permite
(Schoch 1970).

En el Cuadro 10 se reportan algunas de las preparaciones culinarias
tradicionales. Es importante subrayar que la base de estos platillos son los maices
nativos y no los mejorados, los cuales no reunen las propiedades y calidad
necesaria, en la mayoria de los casos, para la preparacion de platillos especificos
(Ortega-Paczka 2003).

En muchos casos se ha encontrado una correlacion estricta entre la raza de
maiz y el tipo y uso de la preparacion culinaria, los usos culinarios de las razas
nativas de maiz quedan determinados por las caracteristicas fisicoquimicas del
grano. En relacion con esto, en el Cuadro 10 se especifican algunos de los criterios
de calidad sobresalientes reportados para usos culinarios comunes.

Los granos con alto valor agregado son los que presentan caracteristicas
especiales de calidad que aumentan el beneficio para el consumidor (Gomez y col
2006a; 2006b). En este grupo se encuentran los siguientes maices: el maiz azul,
como fuente de pigmentos (antocianinas) y antioxidantes naturales, muy apreciado
para hacer tortillas, tostadas y botanas (Salinas y col 2007; De la Parra y col 2007),
el maiz blanco, con antioxidantes naturales (Del Pozo y col 2006; Ruiz-Torres y col
2008), el maiz de endospermo duro, para la industria de la molienda seca, por sus
propiedades de baja absorcion de agua y aceite para producir botanas (Rooney y
Serna-Saldivar 2003), el maiz palomero, para elaborar rosetas; el maiz de
endospermo semiduro, para la industria de las harinas nixtamalizadas para tortillas;
los maices con alto porcentaje de germen, porque incrementan el rendimiento de

aceite y reducen el uso de este ingrediente en los alimentos balanceados (Aragén
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Cuadro 10. Usos comunes del maiz, criterios de calidad reportados y razas nativas

asociadas

Uso

Tortillas

Atoles

Palomitas

Pinoles

Pozoles

Criterios de calidad

Granos duros o semiduros. Valores
intermedios-altos de peso de mil granos
(PMG). Valores intermedios-bajos de
gravedad especifica. Valores altos de
capacidad de absorcibn de agua, alto
rendimiento de tortilla, baja pérdida de peso y
baja resistencia al corte.

Granos muy suaves y harinosos (con alto
porcentaje de endospermo suave), lo que
contribuye al desarrollo de viscosidad.
Valores altos de (PMG). Valores bajos de
gravedad especifica. Valores altos de
capacidad de absorcion de agua.

Granos pequenios, cristalinos, muy duros
y con altos valores de gravedad especifica.
Valores bajos de capacidad de absorcion de
agua. Valores altos de volumen de
expansion. Tiempos cortos de reventado.

Granos de baja dureza. Valores
intermedios de gravedad especifica y (PMG).
Valores bajos de capacidad de absorcion de
agua.

Granos suaves y harinosos (con alto
porcentaje de endospermo suave), de
preferencia grandes. Valores altos de (PMG).
Valores bajos de gravedad especifica.
Valores altos de capacidad de absorcion de
agua. Tiempos cortos de coccion para el
reventado del grano. Valores altos de
capacidad de expansion.

Razas destacadas

Pepitilla, Azul, Tuxpefio,
Tabloncillo, Chalquerio,
Olotillo, Celaya, Onavefio,
Cristalino de Chihuahua.

Cacahuacintle, Blando de
Sonora, Bofo, Harinoso de
Ocho, Elotes Occidentales,
Ancho.

Reventador, Palomero
Toluqueno, Arrocillo.

Chapalote, Elotes Conicos,
Chalquerio, Onaverio,
Cacahuacintle, Dulce de
Jalisco, Dulcillo del
Noroeste, Bofo.

Cacahuacintle, Ancho,
Blando de Sonora, Elotes
Occidentales.

Fernandez Suarez y col (2013)
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y col 2012), los maices poli-embrionicos con alto contenido de aceite, para harinas
con menor retrogradacion (Cruz-Requena y col 2011), el maiz con alto contenido de
almidon y el de bajo contenido de fitatos (Layrisse y col 2000), el maiz con bajo
porcentaje de fisuras internas, para el secado a temperaturas bajas; el maiz no
transgénico (Johnson y May 2003; Turrent y col 2009), para utilizarse en productos
alimenticios de exportacion; el maiz nutricionalmente acrecentado, con alto contenido
de proteina; el maiz organico, libre de pesticidas después de la cosecha; el maiz
ceroso y el maiz blanco (Gémez y col 2006a; 2006b).

Segun Mauricio y col (2004), entre las propiedades importantes para la
clasificacion del uso alimentario del maiz en México estan el tamafio del grano, su
gravedad especifica y su dureza, asi como su capacidad de absorcion de agua y
rendimiento de masa, rendimiento de tortilla, pérdida de peso durante la coccién de
la tortilla y la resistencia al corte de la tortilla. El color del grano de maiz varia am-
pliamente entre genotipos, y aunque no se considera una propiedad importante para
su uso alimentario, influye considerablemente en la preferencia del consumidor
(Mauricio y col 2004; Aragén y col 2012).

Estos autores también reportaron que los granos aptos para producir atoles y
pozoles se caracterizan por tener tamafo grande y valores bajos de dureza y
gravedad especifica, en tanto que los granos para tortillas tienen valores intermedios
en tales caracteristicas; en contraste, los granos para pinoles se caracterizan por ser
cortos, anchos y gruesos, de baja dureza y gravedad especifica. Los granos
palomeros son pequefios, duros y de alta gravedad especifica. Los granos
empleados para botanas son los mas largos y duros. Por ello los investigadores

consideran que las caracteristicas de mayor definicion respecto al producto
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alimenticio obtenido, son dureza del grano, pérdida de peso y capacidad de
absorcion de agua, porque los valores altos de capacidad de absorcidn de agua se
registran en los maices para la produccion de tortillas y atoles, mientras que los
granos destinados a botanas tienen valores menores, y son aun menores en los
maices para palomitas y pinoles. Asi pues, las caracteristicas estudiadas de los
granos de maiz, especialmente la dureza, se relacionan con el uso alimenticio al cual
se destinan, y por lo mismo son utiles para definir la calidad industrial del grano
respecto al producto que se desee elaborar.

a Tortilla

La tortilla de maiz es uno de los alimentos tradicionales mas importantes en
México, es considerada como la base de la supervivencia del pueblo mexicano
desde hace mas de 3500 afos (Paredes-Lopez y col 2009), el proceso mediante el
cual se obtiene es conocido como nixtamalizacién, el cual incrementa el contenido
de calcio en tortillas (Bressani 2008), permitiendo la liberacion de niacina al
dejarla disponible para el organismo, ademas mejora la digestibilidad de la proteina
(Paredes-Lopez y col 2009).

Las tortillas se pueden encontrar en color blanco, amarillo, rojo y azul, esto
se debe alos pigmentos naturales contenidos en las distintas variedades de maiz
con el que se elaboran (Guerrero Villanueva y col 2012).

Alrededor de 82 % de los hogares mexicanos incluyen a las tortillas en su
dieta, y representa el 6.4 % del gasto total en alimentos, aunque la poblacion de
menores ingresos puede destinar mas de 25 % de su presupuesto alimentario en
este producto (INEGI 2010). De acuerdo con calculos recientes del Consejo Nacional

de Evaluacion de la Politica de Desarrollo Social, el consumo diario per capita de
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tortilla es de 155.4 g en las zonas urbanas y hasta 217.9 g en las zonas rurales
(CONEVAL 2012).

La importancia de la tortilla en la dieta no es menor, pues se trata de una
excelente fuente de calorias y calcio (Serna-Saldivar y Amaya-Guerra 2008) que
puede proporcionar de 32 a 62 % de los requerimientos minimos de hierro (Paredes-
Lépez y col 2009).

6 Tipos de procesos para la elaboracién de tortillas

a Nixtamalizacion tradicional

La tecnologia para la produccion de tortillas es ancestral y se ha transmitido
de generacion en generacion en Mesoamérica, el nombre de nixtamalizacion deriva

de (Nahuatl: = nixtli cenizas y tamalli = masa de maiz cocido).

En México esta técnica todavia es utilizada como en los tiempos de los
aztecas; el maiz nixtamalizado es molido en un metate para producir la masa que se
utiliza para formar discos con la mano de aproximadamente 20 cm de diametro,
estos son cocinados en una plancha de arcilla llamada comal (Serna-Saldivar y col
1990). El producto resultante era llamado tlaxcalli por los aztecas y posteriormente se
denomino tortilla por los espafoles (Clavijero 1787).

Durante el proceso por nixtamalizacion tradicional, el maiz es sometido a
condiciones de alto contenido de humedad, calor (80 a 105 °C) y un pH elevado (11
a 12) (De la Parra 'y col 2007).

El proceso de nixtamalizacidon requiere la coccidn de los granos de maiz en
una solucién de agua con cal, dejandolo reposar durante la noche. Generalmente, la

relacion de maiz y solucion alcalina oscila entre una parte de los granos de maiz
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enteros a 3-10 partes de la solucion alcalina. La solucion consiste en una solucion de
agua y cal [2% en peso de cal (Ca (OH) 2]. El maiz se cocina a temperatura de
ebullicién seguido de un periodo de reposo del orden de 12 horas. El proceso de
coccion ablanda el pericarpio y permite al endospermo absorber agua, lo que facilita
su posterior molienda. Después del periodo de reposo, la solucion alcalina es
drenada. En este punto al maiz se le llama nixtamal, y el liquido rico en so6lidos de
maiz, se llama nejayote. El nejayote es un producto altamente contaminante, es un
desecho alcalino que tiene una gran demanda de oxigeno, el cual debe ser eliminado
adecuadamente en el proceso, lo que aumenta el costo del proceso de
nixtamalizacion tradicional. El nixtamal es lavado varias veces con agua para eliminar
el exceso de cal.

Los granos cocidos y nixtamalizados son molidos, posteriormente a la
harina se le adiciona pequefias porciones de agua, y como resultado se obtiene la
masa de maiz. A partir de esta masa se pueden elaborar diversos productos (Serna-
Saldivar y col 1990).

La nixtamalizacién induce cambios que desde el punto de vista nutrimental
son positivos en lo referente a la biodisponibilidad de nutrimentos. Se ha reportado
un aumento significativo en el contenido de calcio (del orden de 13 veces), el cual es
biodisponible practicamente en su totalidad (Bressani 2008). También es mayor la
cantidad de fibra dietaria soluble e incrementa la biodisponibilidad de la mayoria de
los aminoacidos esenciales, o que aumenta sensiblemente el valor bioldgico de la
proteina (Paredes-Lopez y col 2009). Aunque se reportan pérdidas de niacina de
hasta 22 % después del tratamiento alcalino (Bressani 2008), las moléculas que

guedan intactas son liberadas como acido nicotinico para su aprovechamiento, lo
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que destruye el efecto pelagrogeno que tienen las dietas ricas en maiz crudo o
tostado. La nixtamalizacion también puede favorecer la formacién de almidon
resistente (Paredes-Lopez y col 2009), el cual al no ser digerido se comporta de
forma similar a la fibra soluble, con los beneficios para la salud que esto conlleva.
Adicionalmente, se ha reportado la degradacion de aflatoxinas durante la
nixtamalizacion y elaboracion de tortillas (Méndez-Albores y col 2004).

Varios estudios han informado de los efectos de la nixtamalizacion en la
produccion de tortilla, asi como en su contenido polifendlico y antioxidante (Del Pozo-

Insfran y col 2006; De la parra y col 2007; Mora-Rochin y col 2010).

La nixtamalizacién tradicional, sin embargo, tiene aspectos negativos como
requerir tiempos de remojo largos (12 a 16 h), generar altas cantidades de descargas
de liquido de desecho (3-10 litros de efluentes contaminantes / kg de maiz) (Cortés-
Gomez 2006; Eckhoff y col 2010), también lleva un costo energético importante
debido a la baja eficiencia de transferencia de calor. Todos estos factores tienen
importancia econémica e implicaciones comerciales, que hacen necesario la
busqueda y utilizacion de tecnologias alternativas mas ecologicas y rentables, una
tecnologia alternativa es la extrusion, la cual es un proceso que combina operaciones
unitarias como transporte, mezclado, cocimiento y formado (Alam y col 2015).

b Extrusion-coccidn-alcalina

La palabra extrudir proviene del latin “extrudere” que significa empujar
o presionar hacia afuera. La tecnologia de extrusién aplicada a alimentos se define
como un proceso continuo que combina el corte mecanico y el calor para la

gelatinizacion del almidén y la desnaturalizacion de las proteinas, obteniéndose un
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producto plastificado y reestructurado con nuevas formas y texturas. Hoy en dia se
considera al extrusor como un biorreactor de temperatura alta-corto tiempo (HTST
por sus siglas en inglés) (EI-Dash 1981; Harper 1989).

La extrusion-coccidon alcalina se emplea en la fabricacion de harinas pre-
gelatinizadas adecuadas para tortillas con similares caracteristicas que homdlogos
producidos usando el proceso tradicional (Milan-Carillo y col 2006). El proceso de
extrusion-coccion alcalina ofrece la ventaja principal de la nula generacion de aguas
residuales (nejayote); la retencion de nutrientes asociados con los tejidos del
pericarpio y aleurona y la produccion de alimentos integrales (Serna-Saldivar y col
1988). Esto es importante porque el consumo de grano entero se ha asociado con
una reduccion en el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares (ECV),
diabetes tipo Il, y algunos tipos de cancer (Carvalho-Wells y col 2010; Dixit y col
2011).

El maiz en este proceso se usa molido integralmente, es acondicionado
con cal y agua (de 40 a 65% de humedad con respecto al peso del maiz), la mezcla
es calentada con ayuda de resistencias eléctricas ubicadas al exterior del extrusor
(Martinez-Bustos y col 1996). Durante el proceso, el trabajo mecanico y temperatura
propician la gelatinizacion del almidon (Serna-Saldivar y col 1988). En general, el
cocimiento por extrusion se realiza en condiciones de temperatura alta (90-120°C),
baja humedad y cortos tiempos de proceso, sin la generacion de efluentes
contaminantes (Harper 1990). Varios autores han reportado la extrusion como una
opcion para la fabricacion de harina y masa nixtamalizada (Mensah-Agyapong y
Horner 1992; Martinez-Bustos y col 1996; Gutiérrez-Dorado y col 2008; Aguayo-

Rojas y col 2012), sin embargo, el método aun no sustituye el proceso tradicional,

56



debido a que las caracteristicas de harinas obtenidas por este tratamiento son
diferentes a las de la nixtamalizacion tradicional (Gémez-Aldapa y col 1999). Durante
la extrusion, ocurren transiciones en el almidén que provocan mayor grado de
gelatinizacion comparado con el proceso tradicional de nixtamalizacion. Se produce,
ademas desnaturalizacion de proteinas, formacion de complejos, reacciones de
fusion y fragmentacion del almidon (Lai y Kokini 1991). Los cambios son
dependientes de las condiciones del proceso de extrusion.

Diversos investigadores han reportado una mayor retencion en el contenido
de compuestos bioactivos en la tortilla a partir de harinas de maiz producidos por
extrusion-coccion alcalina comparadas con el proceso tradicional, sugiriendo que el
procesamiento de extrusion-coccidn-alcalina es una buena alternativa para la
fabricacion de harinas instantaneas empleadas en la elaboracion de tortillas (Mora-
Rochin y col 2010; Aguayo-Rojas y col 2012; Sanchez-Madrigal y col 2015).

Debido a estas caracteristicas el proceso de extrusidbn esta ganando
popularidad, ya que ademas es un proceso versatil, los costos de procesamiento
son relativamente bajos, presenta una alta tasa de rendimiento y produccién
automatizada, no produce efluentes, y los productos obtenidos se consideran de alta

calidad.

1) Cambios en el contenido de antocianinas y fenélicos en productos
nixtamalizados por el método tradicional y por extrusion-coccién-alcalina

La nixtamalizacién tradicional reduce significativamente el contenido de
antocianinas en los maices pigmentados, pérdida que se debe a que gran cantidad

de estos compuestos se solubilizan en el agua de coccion con pH elevado y
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temperatura extrema, lo que degrada estos compuestos. Ademas, otras estructuras
quimicas derivadas de los polifenoles son afectadas por el rompimiento de enlaces
éster, y como consecuencia los fenoles se liberan a la solucion 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 y col 2007).

En la extrusién-coccion-alcalina, las pérdidas en el contenido de antocianinas
en las tortillas con respecto al grano crudo son probablemente producidas como
resultado del efecto sinergistico de la temperatura y pH alcalino, lo que produce
importantes transformaciones en la estructura de estas.

Sin embargo empleando esta tecnologia se observa una mayor concentracion
y estabilidad en los compuestos fendlicos totales presentes en tortillas obtenidas por
este proceso, lo que podria atribuirse a la corta exposicion térmica del grano entero
en el extrusor, ademas que durante la extrusion no existen pérdidas de los
componentes anatomicos del grano de maiz, por lo que hay una mayor retencion de
estos compuestos (Aguayo-Rojas y col 2012).

Mora-Rochin y col (2010) en un estudio con maiz azul, observaron una
pérdida similar de antocianinas que las procesadas por nixtamalizacion tradicional,
altas temperaturas en combinacién con un pH elevado causan degradacién, las
antocianinas son compuestos estables a pH acido, y cuando en el proceso se afiade
cal (hidroxido de calcio), produce numerosos cambios estructurales, asi el contenido
de antocianinas disminuye (Escalante-Aburto y col 2015; Nayak y col 2015).

Se ha reportado que para obtener una mayor retencion de antocianinas es

necesario la adicion de acido citrico, ascérbico y/o bicarbonato de sodio, ya que
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provocan un efecto positivo sobre la estabilidad de estos compuestos, permitiendo la
permanencia de color de los productos extruidos (Alam y col 2015).

Aguayo-Rojas y col (2012) evaluaron el contenido de antocianinas y fendlicos
en harinas de maices mexicanos de varios colores (blanco, amarillo, rojo y azul)
obtenidas por extrusion-coccidn-alcalina. Al igual que lo reportado por otros autores,
el maiz azul presentd el contenido de antocianinas mas elevado que los demas
maices estudiados (27.52 mg equivalentes de cianidina 3-glucésido / 100 gramos de
muestra), con una pérdida de estos compuestos de 53.5 % en las tortillas extrudidas.

Debido a que los compuestos fendlicos, no son completamente estables
durante el procesamiento, estos investigadores observaron un decremento en su
concentracion, la disminucion de estos compuestos ha sido atribuida a la baja
resistencia ante altas temperaturas (>80°C)(Alam y col 2015). Es bien conocido que
las altas temperatura durante el procesamiento la estructura molecular de los
diferentes compuestos fenolicos, puede reducir su reactividad quimica, y disminuir su
extractivilidad debido a un cierto grado de polimerizacién (Alam y col 2015).
Ademas, durante la molienda de maiz, para ser convertido a harina, se produce un
ligero aumento de temperatura y un efecto abrasivo, que puede tener un efecto sobre
la degradacion de fendlicos.

Yagci y Gogus (2009) observaron que tanto el contenido de humedad y altas
temperaturas provocan una disminucion significativa en el contenido de fenolicos
totales. Esta disminucién se atribuye principalmente al efecto individual de la
temperatura y la humedad empleadas en el proceso, que provocan la

descarboxilacion de acidos fendlicos durante la extrusion
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Los cambios en el contenido total de antocianinas y compuestos fendlicos en
tortillas producidas a través de nixtamalizacion tradicional y el proceso de extrusion-
coccion-alcalina, con respecto al grano crudo de algunas variedades de maiz se

resumen en el Cuadro 11.
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Cuadro 11. Contenido de compuestos fendlicos totales y antocianinas en diversas variedades de maiz

Variedad Origen Fendlicos Totales ' Antocianinas Totales 2 Referencias
Crudo TN TE Crudo TN
Azul Texas 266.2 161.8 - 36.87 3.81 - De la parra y col (2007)
Azul Sinaloa 142.1 86.6 122.7 30.69 13.8 13.11 Mora-Rochin y col (2010)
Azul Sinaloa 147 - 128 27.52 - 12.78 Aguayo-Rojas y col (2012)
Negro Querétaro 469 282 - 451.5 181.6 - Rodriguez- Méndez y col (2013)
Azul Tlaxcala 343.2 160.27 - 63.1 23.91 - Lopez-Martinez y col (2012)
Azul Sinaloa 261.2 - 273.9 32.3 - 14.1 Pérez Uriarte y col (2014)
Morado Corea 353 - - 90 - - Kang Mo y col (2014)
AzuL D.F. 343 - - 274 - - Lopez-Martinez y Garcia-Galindo
(2009)
Morado Sur de - - - 245 - - Kuhnen y col (2011)
Brasil
Negro-Violaceo  Tailandia 1907 - - 143.8 - - Harakotr y col (2014)
Morado Veracruz 3400 - - 850 - - Lopez-Martinez y col (2009)
Criollo Negro Morelia 333.9 - - 78.8 - - Urias-Peraldi y col (2013)

Azul México 45.1 - - 32.1 - - Del Pozo-Insfran y col (2006)

1 Concentracién expresada en mg de acido galico/100 g de harina de maiz

2 Concentracion expresada en mg de cianidina 3-glucosido/100 g de harina de maiz
TN: Tortilla elaborada a partir del proceso tradicional de nixtamalizacion

TE: Tortilla elaborada a partir del proceso de nixtamalizacion por extrusion
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IV JUSTIFICACION

El estado de Sinaloa cuenta con una gran diversidad de maices pigmentados,
para potenciar su utilizacidn, es necesario identificar los compuestos que les
confieren calidad nutricional, nutraceutica e industrial, sobre las variedades
comerciales, otorgandoles valor agregado. La informacion generada sera de
importancia para los fitomejoradores y conservadores del maiz nativo de México.
Existe poca informacion cientifica sobre el efecto que tiene el proceso de extrusion
coccion alcalina sobre los niveles y perfiles de fendlicos y antocianinas, asi como la
actividad antioxidante de tortillas de maiz pigmentado obtenidas a partir de dicho

proceso.
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V HIPOTESIS
La actividad antioxidante de las tortilas esta relacionada con las
trasformaciones estructurales de los fitoquimicos retenidos en el proceso de

extrusion-coccioén-alcalina.
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VI OBJETIVOS

A OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto del proceso de extrusién-coccion- alcalina sobre los niveles y
perfiles de compuestos fendlicos y antocianinas y su actividad antioxidante en

tortillas elaboradas por dicho proceso a partir de maiz azul.

B OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar las propiedades tecnoldgicas, composicidn quimica y propiedades
fisicoquimicas de maiz azul del estado de Sinaloa.
2. Evaluar la composicion quimica y propiedades fisicoquimicas de las tortillas de
maiz azul extrudidas.
3. Determinar los niveles y perfiles de compuestos bioactivos (fendlicos y
antocianinas) a maiz azul y tortilla.
4. Evaluar el efecto del proceso de extrusion-coccion- alcalina sobre los niveles y
perfiles de compuestos bioactivos en tortillas de maiz pigmentado.
5.  Determinar la actividad antioxidante (ORAC y DPPH) a maiz azul y tortilla.
6. Evaluar el efecto del proceso de extrusion coccion alcalina sobre la actividad

antioxidante de tortillas de maiz pigmentado.
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VIl MATERIALES Y METODOS

A MATERIALES

Se utiliz6 maiz (Zea mays L.) criollo Azul Raza Elotero de Sinaloa, cultivado
en condiciones de riego en el municipio de Concordia. Y como control un genotipo
blanco hibrido (DEKABL-2038). Después de la cosecha los granos se limpiaron y

almacenaron en refrigeracion (4°C) hasta su utilizacion.

B METODOS

1 Caracteristicas fisicas de los granos de maiz azul y blanco comercial

a Dimensiones fisicas
Se determind longitud, ancho y grosor utilizando un vernier digital Lcd (Truper)
(Milan- Carrillo y col 2000). Las determinaciones se realizaron en 50 semillas

seleccionadas al azar por triplicado.

b Peso de 1000 granos

Para el peso de 1000 granos, se seleccionaron al azar 1000 granos de un
lote de semillas limpias, y se pesaron en una balanza analitica. La prueba se realizé
por triplicado (AACC 1995).

c Peso hectolitrico

Para la determinacién del peso hectolitrico se empled el procedimiento 55-10
de la AACC (1995), utilizando una micro escala. Un recipiente de volumen conocido

(1 L) se llen6 de granos y se peso en una balanza analitica. El peso hectolitrico se
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obtuvo al dividir el peso de los granos entre el volumen del recipiente y

relacionandolo a un volumen de 100 L (kg/hL). Las mediciones se realizaron por

triplicado.
d indice de Dureza
1) indice de flotacién

Se determindé de acuerdo a la norma mexicana NMX-FF-034/1-SCFI-2002
(NOM 2010). Se utilizé una solucion de nitrato de sodio (NaNO3), a una densidad de
1.25 g/mL. Se tomaron 25 granos al azar y se colocaron en un vaso de 50 mL que
contenia la solucidn de nitrato de sodio, separando los granos por medio de un
agitador de vidrio, se agita y se espera un minuto para tomar la lectura. El numero de
granos que ascienden a la superficie se usa como el indice de flotacion. EI numero
de granos que flotaron fue multiplicado por cuatro. Se relacioné granos flotantes,

respecto a dureza y tiempo de coccidn. La prueba se realizé por triplicado.

2) Pericarpio remanente

La determinacion consiste en colocar en bafio Maria a 50 °C, 5 granos de
maiz en un vaso de precipitado de 100 mL, con un volumen de 25 mL de hidréxido
de sodio 2N (NaOH). Los vasos son mantenidos en el bafio Maria durante 10 y 15
min, tomando lectura del comportamiento del pericarpio del grano respecto a las
caracteristicas presentadas referentes a la hinchazon, formacion de burbujas,
separacion parcial del pericarpio, endospermo de cada grano de maiz, asi como
también, separacion total del pericarpio, por medio de una valoracion visual a los 10
y 15 min. Se asigno un valor en una escala del 1 al 5 segun lo reportado en la NMX-

FF-034/1-SCFI-2002 (NOM 2010). La prueba se realizo por triplicado.
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2 Propiedades fisicoquimicas de los granos de maiz azul y blanco

comercial

a Diferencia total de color (AE)

Se determind con un Colorimetro Minolta Chromameter mod CR-210 (Minolta
LTD, Japon). La determinacion de color se basa en el efecto triestimulo, donde L
mide brillantez y varia de 100 (blanco) a cero (negro). Las dimensiones de
cromaticidad son dadas por los parametros a y b. Se utilizé un mosaico blanco como
referencia (estandar) de valores L, a y b conocidos (L=97.63, a=-0.78 y b=2.85). ). La
diferencia total de color (AE) de las muestras, se calculd con la ecuacion: AE= [(AL)?
+ (Aa)? + (Ab)?)]"? Donde: AE = Diferencia total de color entre el estandar y la
muestra. AL, Aa, Ab = Diferencias absolutas de los valores de L, a y b del estandar a
utilizar y los valores correspondientes que se observaron en la muestras (Milan-

Carrillo y col 2002). Las lecturas se tomaron por triplicado.

b pH

Se determiné de acuerdo a la AACC (1995), 2.5 g de muestra se colocaron en
solucion con 25 mL de agua desionizada hervida y enfriada (agua mili Q) (relacion
1/10); la solucion se sometié a agitacion a 240 rpm por 10 min, después se medio el
pH de la suspension con un potenciometro. Las mediciones se realizaran por
triplicado.

c Densidad aparente

Se determin6 de acuerdo a NMX-FF-034/1-SCFI-2002 (NOM 2007). En una

probeta graduada se midi6 100 mL de harina, vaciada con ayuda de un embudo, y
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golpeada suavemente 5 veces para acomodo de las particulas. Se midi6 el volumen
de la harina, y su peso correspondiente, la harina se vacio en otro recipiente, para el
calculo de la densidad aparente, la cual se expresé en g/cm?®. La prueba se realizo
por triplicado.

3 Composicion quimica de los granos de maiz azul y blanco comercial

a Humedad

Se determiné de acuerdo al método 925.10 de AOAC (1999); se midio la
pérdida de peso de la muestra después de someterse a calentamiento para remover
la humedad por temperatura. Se emple6é una muestra de 3 g y una temperatura de
70°C por 12 h 'y a 130°C por 3 h, en una estufa sin circulacion de aire. La prueba se
realizé por triplicado.

b Proteina

Se utilizo el método 960.52, microKjeldahl, de la AOAC (1999), para la
determinacién de nitrogeno en un sistema Kjeltec (Mod 1009 y 1002, Tecator,
Suecia). Se digirieron 0.2 g de muestra, con 5 mL de acido sulfurico y mezcla
reactiva de selenio (Merk Co., Alemania) a una temperatura de 550 °C. En la
destilacion de la muestra, previamente diluida con 10 mL de agua, se emplearon
disoluciones de NaOH al 40% y acido borico al 4% como indicador para recibir el
destilado. La titulacion se llevo a cabo con una disolucién valorada de HCI 0.1 N.
Posteriormente, la proteina cruda se calculé multplicando el contenido de nitrogeno

total por el factor 6.25. La prueba se realizd por triplicado.
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c Lipidos

Se determin6 de acuerdo al método 920.39 C de la AOAC (1999). Las
extracciones se realizaron en muestras de 2 g de harina, que pasaron a través de
malla 80 (0.180 mm) desgrasadas en equipo Soxhlet con éter de petroleo. La prueba
se realiz6 por triplicado.

d Cenizas

Se utilizé el método 934.01 de la AOAC (1999). Se pesaron 3 g de muestra, la
cual se coloco en un crisol de porcelana, y se sometio a incineracion en mufla a 550
°C hasta que resulté una ceniza gris luminosa con peso constante. Las muestras
incineradas se enfriaron en un desecador, se atemperaron (25 °C) y se pesaron. La

prueba se realizo por triplicado.

e Carbohidratos
El porcentaje de carbohidratos se calcul6 por diferencia de 100, tomando en

consideracion los porcentajes de humedad, proteina cruda, grasa cruda y cenizas.

4 Obtencion de harinas instantaneas extruidas de maiz azul y blanco

comercial

Se aplico la metodologia reportada por Milan-Carrillo y col (2006). El maiz se
fragmentd con ayuda de un molino doméstico. Los fragmentos (1-2 mm) de maiz se
mezclaron con cal (0.21 g cal/100 g maiz) y, posteriormente, se acondicioné con
agua para alcanzar un contenido de humedad de 28%. La extrusion se realizé en un
extrusor de tornillo simple modelo 20N (Brabender Inc, NJ, EUA). Las condiciones de

extrusion fueron 85°C y 240 rpm, para la temperatura de extrusién y la velocidad de
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tornillo, respectivamente. Estas condiciones favorecen la produccion de harinas de
maiz extrudido, apropiado para la elaboracion de tortillas. Los extrudidos se enfriaron
y secaron a temperatura ambiente por 24 h, posteriormente se molturaron hasta
obtener un tamafio de particula de 0.180 mm de diametro. Las harinas obtenidas, se
guardaron en bolsas de polietileno selladas y se almacenaron a 4°C hasta su
utilizacion.
5 Elaboracion de tortillas a partir de harinas instantaneas extruidas de
maiz azul y blanco comercial

Las tortillas se prepararon mezclando 200 g de harina instantanea de maiz
azul extrudido con suficiente agua hasta alcanzar una consistencia adecuada para la
produccion de tortillas. La masa fresca (30 g por tortilla) se molde6 en forma de disco
plano, utilizando maquina manual. Los discos de masa se cocieron en un comal
caliente a 290 £ 10 °C por 27 s en un lado, seguido de 30 s en la otra cara,

posteriormente se volteo otra vez hasta su expansion (hinchamiento).

6 Obtencion de harinas de tortillas de tortillas de maiz azul y blanco
extruido

Las tortillas obtenidas se enfriaron a temperatura ambiente y luego se
molieron hasta pasar a través de malla 80 (0.180 mm). Las harinas se guardaran en
bolsas de polietileno selladas y se almacenaron (4 °C) hasta su utilizacién.
7 Determinacién de la composiciéon quimica de tortillas de maiz azul y
blanco comercial extruidas

A las tortillas de maiz criollo azul se les evaluo proteina cruda, lipidos cenizas

y carbohidratos acorde a los procedimientos oficiales de la AOAC (1999) descritos en
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la seccion 3.

8 Propiedades fisicoquimicas de tortillas de maiz azul y blanco comercial
A las tortillas de maiz criollo azul se les determiné diferencia total de color

(AE), pH y densidad aparente de acuerdo a los procedimientos descritos en la

seccion 2.
9 Compuestos bioactivos
a Obtencion de extractos de fendlicos

1) Extractos de fendlicos libres

La extraccion de fendlicos libres se realizé segun el método descrito por Adom
y Liu (2002). Se realiz6 una extraccion de los fendlicos libres de las diferentes
muestras, a partir de 0.5 g de harina con la adicion de 10 mL de etanol al 80% (v/v);
esta suspensidn se agité en un rotator a una velocidad de 25 rpm por 10 min.
Después se centrifugdb a 3000 x g/10°C/10 min. El precipitado se guard6 para
preparar el extracto de fendlicos ligados. El sobrenadante se coloc6 en un tubo
nuevo y se concentré a 35°C a presiones bajas (Speed Vac Concentrator, Thermo
Electron Corporation), el extracto se resuspendié con metanol al 50% hasta alcanzar
un volumen final de 2 mL. El extracto se almacen6 a -20°C hasta su posterior uso en
la determinacién de actividad antioxidante. Las extracciones se realizaron por

cuadriplicado.

2) Extractos de fendlicos ligados

La extraccidon de fendlicos ligados se realizé de acuerdo al método descrito por
Adom y Liu (2002) con algunas modificaciones. El precipitado que se obtuvo en la
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obtencidn del extracto de fitoquimicos libres se digiri6 con 10 mL de NaOH 2 M, la
muestra se sometié a un tratamiento térmico por 30 min en bafio Maria a 95°C v,
posteriormente, se agitd durante una hora a temperatura ambiente. La mezcla se
neutralizé con 2 mL de HCL concentrado, se agité por 2 minutos en un vortex y se le
agregaron 10 mL de hexano para remover lipidos. A la mezcla resultante se le hizo
un lavado con 10 mL de acetato de etilo, se agité por 2 min y se colocé en un rotator
por 10 min. Los extractos se centrifugaron (3000 x g/10°C/10 min). Los lavados se
llevaron a cabo cinco veces. La fraccidbn de acetato de etilo se evaporé hasta
sequedad (Speed Vac Concentrator, Thermo Electron Concentrator). Los
compuestos extraidos fueron reconstituidos con 2 mL de metanol al 50% y se
almacenaran a -20°C para su posterior utilizacion en la determinacion de capacidad
antioxidante. Las extracciones se realizaron por cuadriplicado.

b Preparacion de extractos ricos en antocianinas

1) Extracto crudo

Para la obtencién del extracto crudo se tomaron 3 g de harina y se mezclaron
con una solucion de 20 ml de etanol al 80% (v/v) durante 30 minutos, la suspension
se centrifugo a 3000 g, durante 15 minutos a 10 °C, el sobrenadante se recolecto, y
el solvente se evaporé empleando un concentrador (Speed Vac Concentrator,
Thermo Electron Concentrator). Los extractos crudos obtenidos se almacenaron a -

20 °C hasta su utilizacion.

2) Extracto concentrado de polifenoles

Para la obtencion de extractos concentrado de polifenoles, el extracto crudo
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obtenido anteriormente se mezclé con 5 ml de agua acidificada (0.3% acido
trifluoroacetico), se agitdé por 2 minutos. El concentrado acuoso se diluyé con 5 ml de
hexano para remover los compuestos liposolubles, se agitd y se centrifugé a 3500
rom, durante 5 minutos a 25 °C, el lavado con hexano se realizé6 dos veces. La
fraccion acuosa resultante se vertid6 en la parte superior de una columna
cromatografica empacada con resina Amberlite XAD7HP (tamafio del grano, 20-60
mesh, Sigma Life Science, CO, EUA), previamente acondicionada con agua
acidificada (0.3% acido trifluoroacetico) , esto con el fin de remover los azucares
libres, pectinas y otras impurezas. Una vez realizado esto, los compuestos atrapados
en la columna se eluyeron con metanol al 80% acidificado (0.3% acido
trifluoroacetico (p/v) como fase movil. EI metanol se evaporé en un concentrador
(Speed Vac Concentrator, Thermo Electron Concentrator), y el extracto se almacend
herméticamente en frascos de vidrio color ambar en congelador a — 20°C, hasta su

uso, asegurando que estuviera libre de humedad.

3) Extracto de antocianinas

La extraccion de antocianinas se llevo a cabo de acuerdo al método reportado
por Grace y col (2009). Los extractos ricos en polifenoles anteriormente obtenidos se
disolvieron en 2 ml de metanol al 80% acidificado (0.3% acido trifluoroacetico (p/v))
con sonicacion para facilitar la disolucion y después se vertieron en la parte superior
de una columna cromatografica empacada con resina Sephadex-LH-20, previamente
preacondicionada con una disolucion de metanol (80% (v/v), 0.3% ATA). Se
utilizaron dos sistemas de disolventes para eluir los compuestos polifendlicos de la

columna Sephadex : metanol (80% (v/v), 0.3% ATA) y acetona al 70 % (v/v). La
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fraccion rica en antocianinas se colectd, iniciando cuando el material purpura
comenzo a eluir de la columna, utilizando como fase movil metanol (80% (v/v), 0.3%
ATA). Para eluir las fracciones ricas en proantocianidinas de la columna se utilizd
como fase movil acetona al 70 %. Los solventes organicos de las fracciones se
evaporaron. Los extractos ricos en antocianinas posteriormente se liofilizaron y
finalmente el extracto rico en antocianinas se almacend en frascos de vidrio color
ambar en un congelador (-20°C) hasta su uso para ser inyectadas al HPLC,
espectrometro de masas y RMN. Las extracciones se realizaron por duplicado.

c Determinacion de compuestos fendlicos totales

Para determinar la concentracion de fendlicos totales de los extractos, de las
harinas se emple6 el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, descrito por Singleton
y col (1999). En una placa de 96 celdas, se agregaron 20 pyL de una solucién
estandar de acido galico, en las siguientes celdas se agregaron 20 uL del extracto de
fendlicos libres y ligados. El estandar y los extractos se mezclaron con 180 pL del
reactivo de Folin, la reaccion se neutralizé con 50 yL Na2COs al 7% y posteriormente
se incubd en el espectro, después de 90 min, se midid la absorbancia a 750 nm en
un lector de microplatos (Synergy HT, Biotek Instrument), usando metanol como
blanco, se construyé una curva de calibracion con acido galico. Los resultados se
expresaron como mg equivalente de acido galico (EAG) /100 g de muestra. El
contenido de compuestos fendlicos totales se calculd al sumar los compuestos
fendlicos presentes en los extractos de fendlicos libres y ligados. La determinacion se

realizé por cuadriplicado.
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d Caracterizacion de acidos fenolicos

1) Analisis por cromatografia de alta resolucion (HPLC)

El  contenido de acidos fendlicos, ferulico, p-cumarico, sinapico, p-
hidroxibenzdico, siringico, vanilico y catequina se determinaron por cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés) de acuerdo al protocolo
descrito por Adom y Liu (2002) y Adom y col (2003). Los extractos libres y ligados se
utilizaron para cuantificar el contenido de acidos fendlicos usando un HPLC (Perkin
Elmer, Alemania), equipado con una columna de 250 mm x 4.6 mm, C-18 YMC y un
detector UV-visible. La elucion isocratica se condujo con 20% de acetonitrilo en agua
ajustado a un pH 2 con acido trifluoroacético, con una velocidad de flujo de 0.5
mL/min y con una temperatura de columna de 25°C. La deteccion de los compuestos
se llevd a cabo a 320 nm para los acidos p-cumarico, sinapico y ferulico, 275 nm
para la identificacion de catequina y acido siringico y 260 nm para los acidos p-
hidroxibenzdico y vanilico. El pico de identificacion de cada acido en los extractos de
las muestras se basd en el tiempo de retenciéon de cada estandar asi como sus
correspondientes espectros UV. La concentracion de acido ferulico, p-cumarico
sinapico, p-hidroxibenzdico, siringico, vanilico y catequina en las muestras, se calculd
por extrapolacion en una curva de calibracion. Se inyectaron, para el analisis, 20 yL

de cada extracto al equipo.

e Determinacion de Antocianinas Totales

Las antocianinas totales se determinaron por el método descrito por Abdel-Aal

y Huel (1999). Se pesaron 0.1 g de muestra en un vial de 2 mL, se agregé 1 mL de
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etanol frio acidificado (95% metanol y 1 N HCI, 85:15, v/v). Posteriormente se
centrifugé a 3000 x g por 10 min, el sobrenadante se recolect6. La absorbancia de
las muestras se midié inmediatamente a 535 nm y 700 nm en un lector de
microplatos (Synergy HT, Biotek Instrument). El contenido de antocianinas se calculo
de la siguiente manera: C= ((Asssnm — Azoonm) / €) X (vol. total de extracto) x PM x
(1/peso de muestra), Donde, C es la concentracion total de antocianina ( mg
equivalentes de cianidina-3-glucosido por gramo de muestra), € es la absorcion
molar (cianidina-3-glucésido = 25965 cm” M) y PM es el peso molecular de
cianidina-3-glucosido, 449.2 g.

f Caracterizacion de antocianinas

1) Analisis por Cromatografia de Alta Resolucién (HPLC)

La cuantificacion e identificacion de antocianinas se realizé por HPLC. Se
utilizé un equipo HPLC (Perkin Elmer, Alemania), equipado con una columna de 250
mm x 4.6 mm, una columna 18 YMC y un detector UV-visible. El método consistio en
inyectar 10 yL de muestra a temperatura ambiente (25 °C), se midio la absorbancia a
520 nm. Para el analisis se utilizaron dos fases moviles, la fase (A) consistio en 5%
de acido férmico en agua grado HPLC vy la fase (B) 100% de metanol , el gradiente
de elucidn utilizado fue: 10, 15, 25, 30, 60, 10 y 10% del solvente B, y 0, 5, 15, 20,
25, 45, 47, Y 60 min solvente A. La velocidad de flujo utilizada fué 1 mL/min, como
estandar se utilizé cianidina-3-glucésido. La identificacion en el extracto de cianidina-
3-glucdsido se realizd6 por comparacion del tiempo de retencion que presentd el
estandar y la muestra utilizando idénticas condiciones para ambos analisis. La curva

de calibracion consistio en preparar 4 concentraciones de cianidina-3-o-glucosido(
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0.005, 0.5, 1y 5 mg/ml). Todos los extractos ricos en antocianinas se analizaron por

duplicado.

2) Analisis por espectrometria de masas (MS)

El analisis de MS se llevé a cabo con un espectrometro de masas, LTQ XL
Thermo Scientific, la ionizacion por electrospray (ESI) se llevd a cabo en el modo de
ion positivo con un detector de arreglo de fotodiodos (PDA) un software Xcalibur para

el procesamiento de datos.

1) Analisis por resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN 'H ) se
obtuvieron con ayuda de un espectofotometro modelo Bruker de 400 MHz. Los
valores de desplazamiento quimico (d) fueron expresados en partes por millén (ppm).
Los valores de las constantes de acoplamiento (J) se expresaron en Hertzios (Hz) en
todos los casos. Los compuestos a analizar fueron disueltos en metanol deuterado
(CD30OD).

10 Determinacidn de la capacidad antioxidante

a ORAC para compuestos hidrofilicos

Para preparar la solucion generadora de radicales libres (2-2°-azobis
amidinopropano) AAPH, se pesaron 0.207 g del reactivo y se aforé en un matraz
volumétrico de 5 mL con solucién reguladora de fosfato (pH 7.4). La fluoresceina se
preparé hasta el final (ya que puede ser oxidada muy lentamente en condiciones
ambientales) a una concentracion de 0.1 yM con solucion reguladora de fosfato (pH

7.4). Se realizaran diluciones de los extractos de las muestras (fitoquimicos libres y
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ligados) usando solucion reguladora de fosfato (pH 7.4) y, posteriormente, se
transfirieron 25 pL de dilucion a una placa de 96 celdas. La placa con las muestras
se coloco en un lector de microplatos (Synergy HT, Biotek Instrument). Por medio del
autodispensador del equipo previamente programado, la reaccidn se inicia
agregando 25 pL de AAPH a cada celda del microplato, seguido de la adicién de 150
ML de fluoresceina. La reaccién se llevd a cabo a 37°C vy la fluorescencia se midi6 a
485 nm de excitacion y 538 nm de emision. Los valores de ORAC se reportaron
como micromoles equivalentes de Trolox por 100 g de muestra .Las determinaciones
se realizaron por cuadruplicado. Se generd una curva estandar de calibracion de
cinco puntos (concentracion de 25 a 100 uM) (Ou y col 2001; Prior y col 2005).

b DPPH

La actividad antiradical DPPH de las muestras se determind mediante el
procedimiento descrito por Brand-Williams y col (1995) y modificado por Fukumoto y
Mazza (2000) para microplaca de 96 pozos. Se prepard una solucion DPPH (150
uM) disuelta en metanol. En una microplaca de 96 pozos, 22 uL de cada extracto,
previamente diluidos en metanol, se mezclaron con 200 pL de la solucion DPPH (150
uM). Después de 30 min de incubacion a temperatura ambiente y en completa
oscuridad se midio¢ la absorbancia en un lector de microplaca (Synergy HT, Biotek
Instrument) a 520 nm. Se utiliz6 como estandar una curva patron de Trolox (0-200
MM). Los datos se expresaron como micromoles equivalentes de trolox por 100 g de

muestra en base seca.
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11 Analisis estadistico

Los datos se analizaron aplicando una ANOVA bifactorial, mediante el paquete
estadistico Minitab 16, y para la comparacion de medias se utilizé la prueba de Tukey

con un nivel de significancia del 95% (p < 0.05).
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VIl RESULTADOS Y DISCUSION

A CARACTERISTICAS FiSICAS DEL GRANO CRUDO DE MAiz AzZUL Y
BLANCO COMERCIAL

En el Cuadro 12 se muestran las caracteristicas fisicas del grano de maiz
criollo azul del estado de Sinaloa y maiz blanco comercial, el maiz azul present6 un
valor promedio en longitud, ancho y grosor de 1.04, 1.09, 0.47 cm, los valores
correspondientes al maiz blanco comercial fueron de 1.08, 091 y 0.4 cm
respectivamente, no se observo diferencia (p<0.05) entre los valores promedio de
longitud entre los dos maices, sin embargo, se observo diferencia para las demas
caracteristicas; el maiz azul presentd los mayores valores promedio, siendo este un
grano mas grande, comparado con el blanco comercial. Los valores promedio de las
caracteristicas fisicas del genotipo pigmentado son similares a lo reportado por Mora-
Rochin (2011), quien reporté valores de 0.9, 0.92 y 0.5 cm, respectivamente para
maiz azul de Sinaloa, y se encuentran dentro de lo reportado por Figueroa-Cardenas
y col (2013), quienes elaboraron una revision de los resultados que se han publicado
sobre las caracteristicas fisicas de los maices nativos de México, con el objetivo de
comparar los diferentes grupos raciales, estos investigadores reportaron rangos para
longitud, ancho y grosor de (1-1.3, 0.75-1,0.45-0.55 cm) respectivamente, valores
similares a lo encontrado en la presente investigacion.

El peso de 1000 granos indica el tamafo del grano y el peso hectolitrico es
una medida indirecta de la densidad del grano, los valores observados en el grano
de maiz azul fueron 456.9 g y 77.95 kg/hL, respectivamente, valores mayores a los

observados en el maiz blanco comercial (320.9 gy 77.06 kg/hL) (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Caracteristicas fisicas de los granos de maiz azul y blanco

Caracteristica Maiz
Azul Blanco
Dimensiones
Largo (cm) 1.04 £ 0.092 1.08 £ 0.052
Ancho (cm) 1.09 £ 0.112 0.913 £ 0.05°
Grosor (cm) 0.47 £ 0.05? 0.40 £ 0.03°
Peso 1000 granos (g) 456.9 + 9.8
320.9 + 2.26°

o a
!’eso hectolitrico (kg/hL) 77.95+0.25 77,06 + 0.11b
Indice de flotacion % 71.0 +1.4° 16b
Dureza Suave Duro
Pericarpio remanente 5 5
Pericarpio (g/100 g, bs) 4.46 £ 0.02° 4.63 + 0.03°
Endospermo (g/100 g, bs) 82.03 + 0.032 82.12 +0.122
Germen (g/100 g, bs) 8.58 £ 0.11° 8.99 + 0.142
Pedicelo (g/100 g, bs) 4.93 +0.122 4.26 + 0.04°

'Las medias se separaron por filas, aplicando la prueba de Tukey. Medias con la misma letra

no son diferentes (p<0.05).

De acuerdo a la norma de productos nixtamalizados, NMX-FF-034/1- SCFI-

2002, los valores de peso de 1000 granos deben ser mayores a 300 g y superiores a
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77 kg /hL, en el caso del peso hectolitrico. Los maices empleados en esta
investigacion cumplen con dichas especificaciones, pudiendo ser utilizados en la
industria de la masa y la tortilla.

El indice de flotacion permite evaluar indirectamente la dureza del grano, a
mayor valor, los granos son mas suaves, este parametro permite diferenciar
claramente entre un grano muy suave (88 a 100%), suave (63 a 87%), intermedio (38
a 62%), duro (13 a 37%) y muy duro (0 a 12%) (NOM 2007). El valor obtenido del
indice de flotacion en maiz azul fué de 71 % mientras que en el blanco comercial fué
de 16%, observando un endospermo suave en el genotipo pigmentado y un
endospermo duro en la variedad comercial. De acuerdo con Gaxiola-Cuevas (2013),
en un estudio con 15 genotipos de maiz azul nativos de Sinaloa, el indice de flotacion
mostro valores promedio de 34.7 a 94.7%, y la mayoria de los granos presentaron
endospermos suaves. El conocimiento de esta propiedad tecnoldgica es de suma
importancia para la industria de la tortilla, ya que de esto dependen los tiempos de
proceso, asi como las propiedades fisicoquimicas y sensoriales de la masa y del
producto final. De acuerdo a la NOM (2010), los granos aptos para ser utilizados en
la industria de la masa y la tortilla, son granos suaves, ya que precisan de menores
tiempos de coccién térmico-alcalina para el proceso de nixtamalizacién en
comparacion con un grano duro, el cual es mas apropiado para la elaboracién de
botanas (Fernandez-Morales y col 2013). Sin embargo, no se tienen reportes acerca
de las caracteristicas fisicas Optimas que deben tener los granos de maiz para
elaborar tortillas usando el proceso de extrusion-coccidn-alcalina.

El pericarpio remanente de los maices registré valores de 5 (Cuadro 12). Este

parametro fue evaluado de acuerdo a una escala hedonica del 1 al 5, donde 1
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significa que el pericarpio se removié totalmente de todos los granos de maiz
después de 10 minutos de permanecer en una solucién alcalina, y 5 indica que
existio poco cambio en los granos de maiz después de 15 minutos. La presencia de
pericarpio residual es importante pues afecta tanto el color de la masa, como su
textura.

Los porcentajes de pericarpio, endospermo, germen y pedicelo del grano de
maiz azul mostraron valores promedio en base seca de 4.46, 82.03, 8.58, 4.93 g/100
g, bs respectivamente. No se observaron diferencias (p<0.05) entre los porcentajes
de las partes anatomicas (pericarpio, endospermo y germen) entre el maiz azul y el
blanco comercial, a excepcion del porcentaje de pedicelo, el cual fue mayor (p<0.05)
en maiz azul. Resultados similares fueron reportados por Aguayo-Rojas y col (2012),
quienes reportaron valores de pericarpio, endospermo, germen y pedicelo de 5.13 ,
794 , 115, 3.93 g/100 g, bs respectivamente, en maiz azul nativo de Sinaloa.
Gaytan (2004) menciona que el porcentaje de pericarpio maximo tolerado por la
industria de las harinas nixtamalizadas es del 4.5 %, por lo que el maiz azul aqui
estudiado, es apto para la industria mencionada, con un porcentaje de pericarpio de
4.46. De Sinibaldi y Bressani (2001) mencionan que la industria prefiere bajos
porcentajes de pericarpio debido a que éste se elimina con el lavado después de la
nixtamalizacion, por lo que aumenta la pérdida de sdlidos si el porcentaje de
pericarpio es elevado, pero no afecta negativamente a la industria de la masa y la
tortilla, ya que las gomas presentes en este componente del grano confieren calidad
a la tortilla (Vazquez y col 2003). El porcentaje de endospermo es una variable
importante para la industria molinera, ya que el producto de la misma es el

endospermo pulverizado para la molienda en seco, o refinado para la molienda en
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humedo (Gomez y col 2004). Espinosa y col (2006) mencionan que los maices
pigmentados poseen mayores contenidos de endospermo y mayor tamafo de grano
comparado con los maices blancos. En el germen se encuentran la mayoria de los
lipidos del grano, por esto, mientras mayor sea el porcentaje de germen mayor sera
su contenido de aceites, por lo que no son aptos para la industria de productos
nixtamalizados debido a que reducen la vida de anaquel de los mismos (Acuia 2001;
Salinas 2004). Diversos Investigadores (Gaytan 2004 y Salinas y Vazquez 2006)
mencionan que el porcentaje de germen maximo aceptado por la industria de harinas
de maiz nixtamalizado es del 12 %, por lo que los maices evaluados en el presente
trabajo serian aptos para esta industria, tomando en cuenta esta variable. En cuanto
al contenido de pedicelo, Figueroa y col (2012) mencionan que el porcentaje de
pedicelo maximo tolerado por la industria de las harinas nixtamalizadas es de 0.5 %,
por lo que el maiz azul y blanco comercial en este estudio no son adecuados por
dicha industria, ya que sobrepasan el porcentaje, sin embargo, también mencionan
que el porcentaje de pedicelo no es un factor limitante para la industria de la masa y

la tortilla.

B PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL GRANO CRUDO Y TORTILLA DE
MAIZ AZUL Y BLANCO COMERCIAL

El Cuadro 13 muestra los valores obtenidos para las propiedades
fisicoquimicas del maiz azul, blanco comercial y sus correspondientes tortillas.

El color de los granos de maiz es un atributo de importancia para los que
procesan este cereal, porque determina la aceptacion o rechazo por los

consumidores de los productos obtenidos.
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La luminosidad (L) se relaciona con el grado de brillantez de la muestra (0 =
negro, y 100 = blanco), el maiz azul mostr6 un valor Hunter “L” (Cuadro 13)
promedio de 68.9, y el blanco comercial de 88.6, lo que indica que el maiz
pigmentado presenta una coloracion oscura y el maiz comercial una coloracion clara.

Mientras que la tortilla azul, presentd un valor Hunter “L” promedio de 53.2, lo
que corresponde a una baja luminosidad, caso contrario, la tortilla blanca comercial
presentd un valor promedio de 78.5, lo que corresponde a una alta luminosidad.

Los valores de AE (Cuadro 13) mostraron un comportamiento contrario. Las
tortillas elaboradas por el proceso de extrusion-coccidn-alcalina presentaron valores
mayores de AE en comparacién al grano crudo, por lo que el proceso de extrusion
provocO un incremento en la diferencia total de color (AE). Bazua y col (1979)
reportaron que la concentracién de cal, genotipo del grano, y condiciones de proceso
al que fue sometido el grano para su procesamiento, afectan el color de los
materiales extrudidos, asi, valores mayores de AE significan materiales mas oscuros.

Los valores de pH del grano de maiz azul y blanco comercial fueron de 6.28
y 6.34, respectivamente, observandose diferencias (p<0.05) entre ambos materiales.

En el caso de las tortillas de maiz azul y blanco comercial, estas presentaron
valores promedios de pH de 6.7 y 6.9, respectivamente, observandose un
incremento en el pH en ambas tortillas, comparadas con sus respectivos granos
crudos, lo que puede deberse a la adicion de cal durante el procesamiento de
extrusion-coccion-alcalina, en donde la adicion de cal se realiza con el fin de

proporcionarle el sabor caracteristico de las tortillas elaboradas por nixtamalizacién.

85



Cuadro 13. Propiedades fisicoquimicas del grano crudo y tortilla de maiz azul y

blanco

Maiz Azul Blanco Comercial

Fisicoquimicas Crudo Tortilla Crudo Tortilla
Valor 68.9+007° 532+016° 88.6+0.08 785+ 0.05
Hunter L
AE 29.4 + 0.08P 44.65 + 0.152 10.9 £ 0.04¢ 21.7 +£0.21¢
pH 6.28 £0.003¢ 6.7 +£0.00° 6.34+0.001° §9+0.0012
DA 0.86 £ 0.0012 0.83 £0.00° 0.85+ 0.007° 0.83 + 0.00¢

'Las medias se separaron por filas, aplicando la prueba de Tukey. Medias con la misma letra no
son diferentes (p<0.05). L= valor de luminosidad; AE= Diferencia total de color; DA= Densidad

aparente (g/cm?).

Asi, utilizar una concentracién mayor de cal, produce un incremento mayor en

el pH del producto obtenido.
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La densidad aparente depende del tipo de harina, tamano de particulas y de la
humedad de la harina. Las harinas de maiz azul crudo y tortilla mostraron valores

promedios de densidad aparente de 0.87 y 0.83 g/cm?, respectivamente.

Cc COMPOSICION QUIMICA DEL GRANO CRUDO Y TORTILLAS DE MAIiz
AZUL Y BLANCO COMERCIAL

Debido a su gran diversidad genética y condiciones de cultivo, los maices
presentan diferencias en su composicidn quimica. La composicion quimica al igual
que las caracteristicas fisicas del grano de maiz afectan criticamente los procesos de
produccion de tortilla como la nixtamalizacion y extrusion coccion-alcalina (Sahai y
col 2001; Gutiérrez-Dorado y col 2008). Las interacciones entre los diferentes
componentes del maiz (almiddn, proteinas, lipidos) y el hidréxido de calcio, durante
dichos procesos, produce cambios microestructurales, los cuales modifican las
propiedades de las harinas de maiz y de la masa fresca producida, causando altos
niveles de variabilidad en la calidad de las tortillas elaboradas a partir de estas
(Arambula-Villa y col 2001; Gutiérrez-Dorado y col 2008). ElI conocimiento de la
composicidon quimica es de gran importancia para poder seleccionar el maiz
adecuado para nixtamalizar o extrudir, o bien para ajustar las variables del proceso,
ya que la masa producida debe reunir ciertos requisitos para la elaboracién de
tortillas.

El Cuadro 14 muestra la composicion quimica del grano de maiz azul, blanco
comercial y sus correspondientes tortillas obtenidas via extrusién-coccion-alcalina.

El valor de proteina en base seca del grano de maiz azul fue de 7.7 %, valor

inferior a lo encontrado para el maiz comercial (9.07%). No se observo diferencia
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(p<0.05) en el contenido de proteina al transformar el grano crudo en tortilla, para
ambos maices.

El contenido de lipidos en base seca en maiz azul y blanco crudo fue de 3.7 y
6.6 %, respectivamente. Estos valores se encuentran dentro del rango reportado por
Vazquez-Carillo y col (2015) quienes en un estudio con seis diferentes genotipos de
maices mexicanos encontraron valores promedio en el contenido de lipidos que van
desde 4.2 a 6.8 %, encontrando una correlacion positiva entre el contenido de lipidos
y la proporcién de germen en el grano de maiz.
Las tortillas presentaron un decremento en el contenido de lipidos, la tortilla azul
mostré un valor promedio en el contenido de lipidos de 2.7 % y 1.6% en tortilla
blanca comercial. Esto podria ser una consecuencia del proceso de extrusion-
coccion alcalina, ya que se origina la formacién de complejos lipidos - amilosa: la
parte hidrofobica de la molécula de amilosa puede atrapar la cadena de un
hidrocarburo de una molécula de lipido y formar el complejo lipido-amilosa (Tran y
col 2008). Ademas, es posible que ocurra saponificacion de los lipidos que se
encuentran presentes en el germen, que al entrar en contacto el hidréxido de calcio
adicionado en el proceso se lleva a cabo esta reaccidn, aunado a esto, la aplicacion
de calor usado en el cocimiento de las tortillas también afecta el contenido de lipidos
en el producto final.

Los maices presentaron diferencias (p<0.05) en el contenido de cenizas, el
maiz blanco comercial present6 el contenido mas alto (1.62 %). Valores elevados en

el contenido de cenizas indican contaminaciones por calcio, sal y tierra por la poca
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Cuadro 14.

Muestra

Composicion quimica del grano crudo y tortilla de maiz azul y blanco

Composicion Quimica (% bs)’

Maiz Azul Crudo

Tortilla
Blanco Crudo
Comercial Tortilla

Proteina Lipidos Cenizas Carbohidratos
7.7 £0.67° 3.7+0.10° 1.18 £ 0.02°¢ 78.5+0.58°
7.1+£0.01° 2.7 £0.03° 1.56 £ 0.01° 80.6 + 0.06°
9.07 £ 0.01° 6.6 £ 0.22° 1.62 +0.01° 74.5 + 0.34°
8.9+0.012° 1.6 £ 0.03¢ 1.8+£0.012 80.4 + 0.042

' Las medias se separaron por columnas, aplicando la prueba de Tukey. Medias con la misma letra no

son diferentes (p<0.05).
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limpieza durante la cosecha y recoleccidn de los granos. Las diferencias en el
contenido de cenizas puede ser tambien atribuida a la composicion del suelo en el
que fueron cultivados los maices, los fertilizantes utilizados y factores ambientales
(Lépez y col 2007).

Se puede observar un aumento en el contenido promedio de cenizas en las
tortillas para ambos maices (azul y blanco); en el proceso de extrusion se adiciona
cal, por lo que el incremento en cenizas se debe principalmente a la presencia de

calcio, mineral presente en la cal.

D COMPUESTOS BIOACTIVOS EN GRANO CRUDO Y TORTILLAS DE MAiz
AZUL Y BLANCO COMERCIAL

El contenido de fendlicos y antocianinas totales en grano crudo y tortilla
elaborada por el proceso de extrusién-coccion-alcalina, para ambos maices, se
muestran en el Cuadro 15.

El contenido de fendlicos totales se determind6 como la suma de fendlicos
libres y ligados. El contenido de fendlicos totales para el grano de maiz azul [234.3
mg (EAG)/100 g, bs] fue mayor (p < 0.05) comparado con el comercial [200.1 mg
(EAG)/100 g, bs]. Los resultados obtenidos en este estudio son superiores de lo
reportado por Aguayo-Rojas y col (2012), quienes obtuvieron un contenido de
fendlicos totales en un rango de 126.3 a 159.1 mg (EAG)/100 g, bs, en 5 maices
nativos de Sinaloa (blanco, amarillo, azul, rojo y blanco comercial). Las diferencias
observadas podrian atribuirse a la genética de los genotipos, a sus propiedades
fisicas, primordialmente a la relacion relativa de las partes anatdbmicas del grano;

pericarpio, endospermo y capa de aleurona donde se encuentran la mayoria de
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Cuadro 15. Compuestos fendlicos y antocianinas en grano crudo vy tortilla de maiz

azul y blanco

Propiedad! Muestra Fendlicos
Totales 2
Maiz Azul  crydo 234 3 + 0.392
Tortilla  216.4 + 1.14°
Blanco  ¢pydo 200.1 + 1.69°
comercial o 4ila 2011 +£3.91°

Fendlicos Fendlicos Antocianinas
Libres Ligados Totales 3
52.1+0.052 182.2+0.442 26.2+0.452
259+ 0.54° 190.5+1.68 6.7 +0.01°
295+ 0.63> 170.6+2.31° 0.27 £0.01¢
12.9+£0.001¢ 188.2+£3.912 0.24 + 0.005¢

' Las medias se separaron por columnas, aplicando la prueba de Tukey. Medias con la misma letra no son

diferentes (p<0.05); 2 Suma de compuestos fendlicos libres y ligados, en mg equivalentes de acido galico

EAG/100 g, bs.;® mg equivalentes cianidina-3-glucosido/100 g, bs.
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compuestos fendlicos. Asimismo, al método de extraccion y condiciones
agrondmicas y ambientales a las que estos maices fueron expuestos (Adom y Liu
2002; Mora-Rochin y col 2010).

Los valores de fendlicos libres en maiz azul y blanco comercial (Cuadro 15)
fueron de 52.1 y 29.5 mg (EAG) /100 g, bs, respectivamente, donde se observé que
el mayor (p < 0.05) contenido lo presento el genotipo pigmentado. Urias-peraldi y col
(2013), en un estudio con 25 genotipos de maiz azul originarios de Celaya, Morelia y
Mexico, mostraron valores superiores en fendlicos libres (94.6-118.1 mg EAG/100 g
b,s.) con respecto a lo encontrado en este estudio.

La mayor contribucion en el contenido de fendlicos totales, fue la fraccion
ligada para ambos tipos de maiz (> 80%), su presencia se manifestd en un rango de
170.6 a 182.2 mg (EAG) /100 g, bs, (Cuadro 15), siendo nuevamente el maiz azul
quien presento el mayor valor (p < 0.05). Resultados similares fueron obtenidos por
Urias-Lugo y col (2015), quienes reportaron que la fraccion de fendlicos ligados en
maiz azul originario de Chihuahua y Querétaro, representan del 85 al 93 % de
contribucion. Asi mismo Urias-Peraldi y col (2013), reportaron un rango de
concentracion de fenolicos ligados de 189-294.1 mg EAG/ 100 g b,s, similar a lo
obtenido en esta investigacion. Numerosos ensayos in vitro han demostrado que los
compuestos fendlicos de la fraccion ligada tienen mayor capacidad antioxidante en
comparacion con los compuestos fendlicos libres, el alto contenido fendlico en esta
fraccion podria tener un efecto importante en la salud (Acosta-Estrada y col 2014).

El proceso de extrusion-coccion-alcalina causé un decremento (p < 0.05) del

8% en el contenido de fendlicos totales al transformar el maiz azul crudo en tortilla,
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resultados similares han sido observados por diversos investigadores (Mora- Rocin y
col 2010; Aguayo-Rojas y col 2012).

La disminucion en el contenido de compuestos fendlicos podria ser atribuida a
efectos del tratamiento térmico alcalino durante el proceso de extrusion, sin embargo
las pérdidas en el contenido de fendlicos totales por el proceso de extrusion
son menores a las pérdidas reportadas para el proceso de nixtamalizacion, lo
que podria atribuirse a la corta exposicion térmica del grano entero en el extrusor,
ademas, durante el proceso de extrusiéon no existen pérdidas de los componentes
anatomicos del grano de maiz, lo cual si ocurre en la nixtamalizacién tradicional. Esto
permite obtener tortilas con mayor contenido de fenolicos totales en tortillas
obtenidas por extrusion coccion.

El contenido promedio de antocianinas en el grano crudo y tortilla de maiz azul
se muestra en el (Cuadro 15). El maiz azul sin procesar presenté un contenido de
antocianinas de 26.2 mg equivalentes de cianidina-3-glucosido (ECG)/100 g, bs. El
contenido de antocianinas en maiz blanco comercial solo representa el 1.03% del
contenido de antocianinas encontradas en maiz azul.

La transformacion del grano en tortilla por el proceso de extrusién-coccion-
alcalina, mostré un decremento (p < 0.05) del 75% en el contenido total de
antocianinas en maiz azul con respecto al grano sin procesar. Las disminuciones
encontradas en este estudio son similares a lo reportado por Mora-Rochin y col
(2010) y Aguayo-Rojas y col (2012) en tortillas obtenidas por el mismo proceso.
Sanchez-Madrigal y col (2015) reportaron que las pérdidas en el contenido de
antocianinas se incrementan con el pH alcalino, el cual afecta la estabilidad de las

antocianinas, el color y apariencia de la tortilla.
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E PERFIL DE ACIDOS FENOLICOS EN GRANO CRUDO Y TORTILLA DE
MAIZ AZUL Y BLANCO COMERCIAL

Acidos fendlicos en grano crudo y tortilla de maiz azul y blanco fueron
identificados y cuantificados por HPLC. La contribucion parcial de cada acido fendlico
identificado, tanto en fraccion libre y ligada, asi como la suma de estas dos
fracciones expresada como fendlicos totales se muestran en el Cuadro 16. Los
extractos de fendlicos libres y ligados en grano crudo fueron registrados a longitudes
de onda de 220, 260, 275 y 320 nm para una mejor identificacion respecto a sus
niveles maximos de absorbancia, los perfiles presentados en los cromatogramas en
esta seccion corresponden a la fraccion libre y ligada determinada a 275 nm (Figura
11). La comparacion de los tiempos de retencidbn con patrones conocidos y los
espectro UV-visible, revelaron la presencia de tres acidos hidroxicinamicos en grano
crudo (ferulico, p-cumarico y sinapico); tres acidos hidroxibenzoicos (siringico, p-
hidroxibenzoico y vanilico) y un flavonoide (catequina), con tiempos de retencién de
24, 21, 23, 13.1, 12.4, 13.3 y 9.7 min, respectivamente. El acido ferulico, p-cumarico
y sinapico se detectaron en ambas fracciones (libre y ligada), de los cuales el ferulico
fue predominante (160.74- 185.93 mg AF/100 g b,s), seguido del p-cumarico (15.79-
20.87 mg AC/100 g b,s) y sinapico (3.93-6.63 mg AS/100 g b,s).
El contenido de los acidos fendlicos identificados en la fraccion libre se muestra en el
Cuadro 16. Los rangos de concentracion de cada acido fueron, AF (0.23-0.44), ASP
(0.33-0.38), A p-C (0.87-1.09), A p-HB (0.36-0.38) y Cat (3.4-14.7) (mg acido fendlico
/100 g b,s), siendo la catequina el compuesto que se encontré en mayor abundancia
seguido por el acido ferulico y el p-cumarico, rangos comparables de acido ferulico

(0.26-1.0 mg/100 g b,s) y p-cumarico (0.31-1.8 mg/100 g b,s), fueron reportados en la
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Cuadro 16. Acidos fendlicos en grano crudo y tortilla de maiz azul y blanco

Acido Fenélico !

Maiz Azul

Tortilla

Maiz Blanco
Tortilla

Fendlicos totales Lib 16.9+0.732 16.8+0.06° 5.3+0.3° 3.5+0.18°
Lig 189.6+6.4° 199.7+6.4 2 210.1%1.72 214.3+0.6°
Total 202.0+5.72 212.0+6.352 216.6x2.01° 217.3+0.852
AF Lib 0.44 +0.02° 1.60+0.02 @ 0.23+0.01 ¢ 0.54+0.07°
Lig 168.31+4.2° 165.845.2° 185.7 £1.0° 178.2+0.43
Total 168.74+4.25° 167.415.24° 185.93+1.072 178.74+0.512b
ASP Lib 0.33+0.02° 0.52+0.01° 0.38+ 0.0° 0.33+0.02°
Lig 3.6+0.22 8.6+0.5° ND 6.3+0.07 ©
Total 3.93+0.27¢ 9.12+0.48° 0.38+0.004¢ 6.63+0.05P
Ap-C Lib 1.09+0.01° 0.76+0.0° 0.87+0.02° 0.65+0.04°
Lig 14.7£0.2° 15.9+0.8° 20+ 0.6° 20+0.02 @
Total 15.79+0.20° 16.66+0.83° 20.87+0.692 20.65+0.022
A p-HB Lib 0.38+0.01° 0.67+ 0.022 0.36+ 0.0 0.30+0.0°
Lig 0.5+0.0® 0.6+0.0 ® 0.4+0.0® 3.2+0.1@
Total 0.88+0.01° 1.27+0.03° 0.76+0.01° 3.5+0.112
AS Lib ND ND ND ND
Lig 3.8+ 0.09? 1.5+0.04° 1.6+ 0.04° 2.3+0.08°
Total 3.8+ 0.09? 1.5+0.04° 1.6+ 0.04° 2.3+0.08°
AV Li ND ND ND ND
Lig 2.1+0.0° 3.0+0.09? 3.1+0.04° 3.2+0.112
Total 2.1+0.0° 3.0+0.09? 3.1+0.04° 3.2+0.112
Cat Lib 14.7+0.72 13.2+0.022 3.4+0.26° 1.7+0.04°
Lig ND ND ND ND
Total 14.7+0.72 13.2+0.022 3.4+0.26° 1.7+0.04°

Las medias se separaron por columnas, aplicando la prueba de Tukey. Medias con la misma letra no son diferentes (p<0.05).

' mg Equivalente de acido fenolico/100 g bs

AF: Acido fertlico; ASP: Acido sinapico; A p-C: Acido p-cumarico; A p-HB: Acido p-hidroxibenzéico; AS: Acido siringico; AV: Acido vanilico; Cat: Catequina; ND:
No detectado; Lib: Fraccidn libre Lig: Fraccion ligada
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Figura 11. Perfil de acidos fendlicos presentes en tortilla de maiz azul elaborada por

el proceso de extrusion-coccidn-alcalina a) cromatograma de HPLC de la fraccion de

fendlicos libres b) cromatograma de HPLC de la fraccion de fendlicos ligados,

monitoreados a 275 nm.
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fraccion fendlica libre de 14 variedades de maices pigmentados cultivados en Chile
(Gonzalez-Munoz y col 2013).

El contenido de acidos fendlicos libres detectado en grano de maiz azul y
blanco crudo vari6 de 5.3 a 16.9 mg EAG/ 100 g b,s. Estos valores son
significativamente mas bajos que el rango encontrado en la cuantificacion de acidos
fendlicos libres analizados por el método Folin-Ciocalteu (29.5 -52.1 mg EAG /100 g
b,s) (Cuadro 15), lo que probablemente indique la presencia de otros compuestos
fendlicos libres no detectados por el método de HPLC aplicado en esta investigacion,
0 a que el método colorimétrico cuantific6 ademas de compuestos fendlicos, otros
compuestos interferentes.

En el grano de maiz, los compuestos fendlicos no sélo existen en forma libre,
sino también en formas conjugadas o ligadas, en este sentido se encontré una mayor
concentracion en la fraccion ligada. Los resultados obtenidos muestran que
aproximadamente del 79 a 86% del total de acidos fendlicos en esta fraccion es
acido ferulico, siendo el maiz blanco comercial quien presenté el mayor contenido
(185.7 mg AF / 100 g b,s), seguido por el maiz azul (160.3 mg AF/ 100 g b,s). Los
resultados encontrados para el contenido de acido ferulico total son similares a los
encontrados por De la Parra y col (2007) (102-153 mg / 100 g b,s) y Lopez-Martinez
y col (2009) (140-164 mg / 100 g b,s), y menores a lo reportado por Zilic y col (2012)
(155.6 a452.1 mg / 100 g b,s) y Montilla y col (2011) (132.9 a 298.4 mg / 100 g b,s)
en trabajos con variedades de maices pigmentados. Las diferencias podrian estar
relacionadas con el tipo de cultivar, origen, y otras condiciones agroclimaticas.

En comparacién con el grano crudo, los acidos fendlicos presentes en tortilla

mostraron diferencias en su concentracion (Cuadro 16). El tratamiento térmico
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generod un incremento del 263 % de acido ferulico, 73% de acido sinapicoy 76 % de
acido p-Hidroxibenzadico, en la fraccion libre de la tortilla de maiz azul, asi mismo en
la fraccion ligada se observd un incremento del 138% y 42% de acido sinapico y
vanilico con respecto al grano crudo, sin embargo no se observo diferencia
significativa en el contenido de los acidos fendlicos restantes. Estos incrementos
pudieran indicar que el tratamiento térmico causa cambios en la matriz del grano de
maiz con la consecuente liberacién de estos compuestos ligados a pared celular, a
su forma libre (Xuy Chang 2009; Hiemori, Koh, y Mitchell 2009).

Los cambios en el contenido de acidos fendlicos en tortilla dependen del tipo
de proceso aplicado. Algunos reportes mencionan incrementos, asi como
degradacion de estos compuestos, los diferentes resultados dependen de diversos
factores, asi como tipo de material utilizado, tratamiento térmico, y la presion y
energia empleadas en dicho tratamiento (loannou y col 2012). De acuerdo a nuestros
resultados, se observa que es posible la preservacion e incremento de estos
compuestos en tortillas obtenidas por el proceso de extrusion-coccion-alcalina.

Conocer el perfil fendlico de los diferentes genotipos de maiz es importante
debido a los usos terapéuticos reportados para acidos fendlicos en la salud humana,
ya que estos actuan como antioxidantes, antiinflamatorios, antimutagénicos, ademas
de otras propiedades (Pandey y col 2013). Dado que el maiz, asi como sus
productos contienen diferentes tipos de acidos fendlicos, el consumo de estos

materiales es siempre a favor de la salud humana.
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F PERFIL DE ANTOCIANINAS PRESENTES EN GRANO CRUDO Y
TORTILLA DE MAIZ AZUL Y BLANCO COMERCIAL POR HPLC, MS Y RMN

La cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada a masas (HPLC-MS),
asi como resonancia magnética nuclear (RMN), son técnicas analiticas ampliamente
utilizadas en el analisis estructural de alimentos, especialmente en la separacion e
identificacion de compuestos polares, solubles en agua, térmo-labiles no volatiles.
Estas metodologias presentan ventajas tales como facil manejo, excelente
separacion, alta sensibilidad y tiempos de analisis relativamente cortos (Kennedy y
Waterhouse 2000). Por lo tanto, estas técnicas, representan una opcion ideal para la
identificacion de compuestos como las antocianinas (Gonzalez-Manzano y col 2008;
Castafneda-Ovando y col 2010; Yang y Zhai 2010; Harakotr y col 2014). En este
sentido, en la presente investigacion, se realizé el analisis de antocianinas en grano
de maiz azul y su producto (tortilla), con el fin de confirmar su presencia en los
extractos obtenidos a partir de estos, siendo necesario para una mejor
caracterizacion y elucidacion espectroscopica. Las antocianinas fueron
caracterizadas en base a su tiempo de retencién, orden de elucién, datos del
espectro UV-visible, y comparadas con el estandar, el cual consisti6 en una mezcla
de antocianinas, que fueron extraidas y purificadas de una fuente de origen vegetal
de zarzamoras (Rubus spp.) cultivadas en México, en un trabajo realizado en nuestro
grupo de investigacion por Cuevas-Rodriguez (2011).

Como se puede observar en la Figura 12a, siete sefales aparecen en el
cromatograma, indicando la existencia de siete antocianinas predominantes con una
absorbancia maxima a 520 nm. Se lograron identificar dos antocianinas en el

rr

extracto del grano crudo, estas fueron: la cianidina-3-glucésido y la cianidina-3-(6
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Figura 12. Cromatograma de HPLC representativo de extractos ricos en antocianinas
identificadas a 520 nm de a) grano crudo de maiz azul. b) tortilla elaborada por el proceso
de extrusion-coccion-alcalina. El numero de sefial muestra la antocianina identificada en el

Cuadro 17.
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malonilglucdsido), con tiempos de retencion de 30.1 y 40.3 min, respectivamente
(Cuadro 17), valores que coinciden con el estandar utilizado para su identificacion
(Figura 12a), siendo la cianidina-3-glucdsido la mas abundante, representando un
84% relativo de la cantidad total de antocianinas presentes en dicho extracto. Un
similar comportamiento fue encontrado por Zili¢ y col (2012) y Sanchez-Madrigal y
col (2015), quienes en estudios con maices azules mexicanos y americanos,
observaron que la cianidina-3-glucosido representd alrededor del 75% del total de
antocianinas, mientras que las restantes se presentaron en menor porcentaje. El
aglicén derivado de la cianidina muestra una elevada actividad antioxidante en
comparacion con la delfinidina, malvidina, peonidina y petunidina, asi mismo estos
compuestos mostraron una actividad comparable a la conocida de compuestos
altamente antioxidantes como lo es el a-tocoferol, trolox, catequina, quercetina,
caracteristica que le proporciona al maiz azul propiedades antioxidantes altas
(Kéhkonen y Heinonen 2003).

El perfil cromatdgrafico de antocianinas en tortillas de maiz azul elaboradas a
partir del proceso de extrusidn coccion alcalina, fue similar a la del grano de maiz
crudo, con una variacion solo en la proporcion de cada antocianina (Figura 12b); se
observo un decremento en la primer sefal del cromatograma, el cual corresponde
a la cianidina-3-glucosido, con lo que se corroboré que el proceso de extrusion-
coccion-alcalina afecta drasticamente el contenido de estas, principalmente a la
cianidina-3-glucosido, con una concentracion del 13.1% del contenido total con
respecto al grano crudo. Un comportamiento similar se observo al realizar la
determinacién de antocianinas totales por el método colorimétrico desarrollado por

Abdel-Aal y Huel, en 1999, en donde la tortilla retuvo solamente un 25% del
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Cuadro 17. Antocianinas detectadas por HPLC en grano crudo

y tortilla de maiz azul

Pico’ Tr (min) Compuesto

1 30.1  Cianidina-3-glucdsido

2 32.7 NI

3 349 NI

4 371 NI

5 38.0 NI

6 40.3 Cianidina-3-(6""-malonilglucésido)
7 45.7 NI

TEnumerado de acuerdo a la Figura 12
Tr: Tiempo de retencion
NI: No identificado
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contenido total de antocianinas (Cuadro 15). Esto puede ser atribuido a que las
antocianinas son susceptibles a la degradacion ante condiciones de luz,
temperaturas y pH elevados, condiciones que involucra el proceso de extrusion, lo
que afecta directamente la estabilidad de las estructuras de estos compuestos
(Castaneda-Ovando y col 2010).

La determinacién e identificacion de antocianinas pudiera parecer una labor
relativamente simple cuando se emplea HPLC, sin embargo, la falta de estandares
es una gran desventaja, y en muchos casos dificulta el conocer la identidad de una
sefal en particular. Por lo tanto, la espectrometria de masas (MS) y resonancia
magnética nuclear ("H-RMN) fueron empleadas como técnicas para la elucidacién de
la estructura de las principales antocianinas presentes en los extractos de maiz crudo
y tortilla. Las estructuras se estimaron sobre la base de medios espectrales y patrén
de fragmentacion. Los pigmentos encontrados fueron derivados de la cianidina,
pelargonidina y peonidina, cada uno fue identificado comparando su peso molecular
con lo reportado en literatura previa (Cuadro 18).

Las Figuras 13 y 14 muestran los espectros de MS para cada antocianina
identificada en los extractos de tortilla de maiz azul. En el espectro 1 se observé el
ion cuasimolecular [M +H] + con m / z = 549 uma, que fue identificado como
cianidina-3-(6""-succinilglucésido). La fragmentacion generd los iones de m / z = 449
y 287 umas, los cuales corresponden a cianidina-3-glucésido y cianidina,
respectivamente. En el espectro 2 se registro el ion cuasimolecular [M + H] + con
m/z = 535 umas, el cual fue identificado como cianidina-3-(6""-malonilglucosido). El
ion fragmento [M + H-162-86] + de m / z = 287 umas, se caracterizé como cianidina,

en donde la cianidina-3-(6""-malonilglucésido) perdié el carbohidrato (-162) y un
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Cuadro 18. Antocianinas detectadas por espectrometria de masas en grano crudo y

tortilla de maiz azul

I ERINER

m/z (uma)

Fragmentos

Cianidina-3-glucésido
Pelargonidina-3-glucésido
Peonidina-3-glucésido
Cianidina-3-(6""-malonilglucésido)
Pelargonidina-3-(6""-malonilglucdésido)

Cianidina-3-(6""-succinilglucosido)

449

433

463

535

519

549

287

271

301

449,287

433,287

449,287
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Figura 13. Espectros de masas en ion positivo de tortila de maiz azul

rr

elaborada por el proceso de extrusion- coccién alcalina. 1) cianidina-3-(6
succinilglucdsido), 2) cianidina-3-(6""-malonilglucésido), 3) pelargonidina-3-(6""-
malonilglucésido).
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residuo derivado del acido malonico (-86). En el espectro 3 se identificd el ion [M + H] +
de m / z = 519 uma, que fue asociado a pelargonidina-3-(6""-malonilglucésido). El ion
fragmento de m/z =433 uma fue identificado como pelargonidina-3-glucosido el cual
se origind a partir de la pérdida del residuo de malonil (-86). En los espectros 4, 5y 6 se
registraron los iones cuasimoleculares [M + H] + con m / z 463, 449 y 433 umas,
identificados como peonidina-3-glucésido, cianidina-3-glucésido y pelargonidina-3-
glucésido. Los iones fragmentos de m / z = 301, 287 y 271 umas, se asociaron a
peonidina, cianidina y pelargonidina, respectivamente. Posterior a la pérdida del
carbohidrato (-162). En este estudio, las antocianinas glucosiladas identificadas en
extracto de maiz azul y tortilla (cianidina-3-glucésido, peonidina-3-glucésido vy
pelargonidina-3-glucosido) mostraron caracteristicas similares con lo reportado por
Abdel-Aal y col (2006); Urias-Lugo y col (2015) y Sanchez Madrigal y col (2015).
Asi mismo, antocianinas aciladas, fueron identificadas en grano crudo y tortilla
[(cianidina-3-(6""-succinilglucdsido), pelargonidina-3-(6""-malonilglucdsido) y cianidina-3-
(6""-malonilglucosido)], la presencia de estos compuestos en los extractos es de
importancia debido a su mayor estabilidad ante altas temperaturas y amplios rangos de
pH, lo que conlleva a una menor degradacion durante el procesamiento como es el de
la elaboracién de tortillas. Estos resultados concuerdan con lo reportado por otros
investigadores (Pedreschi y Cisneros-Zevallos 2007; Castafieda-Ovando y col 2010;
Yang y Zhai 2010; Zili¢ y col 2012; Harakotr y col 2014).

El espectro de 'H-RMN de la fraccion enriquecida de antocianinas permite

reconocer caracteristicas estructurales importantes. Como se muestra en la Figura 15,
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después de la purificacion en fase sélida, el espectro de 1H-RMN de la mezcla de
antocianinas de maiz azul presenta sefales complejas, por lo tanto, la asignacion de
sefales individuales es importante. La regién de 6 4.8-3.0 ppm corresponde a protones
de azucares, mientras que la region aromatica se ubica a 9.0-6.2 ppm, las antocianinas
pueden ser reconocidas en los espectros de 'H-RMN por la sefial caracteristica a d 8.9
ppm. Los resultados de 'H-RMN en el presente estudio, demuestran la presencia de
compuestos glucosilados, lo que confirma los resultados anteriores. Sin embargo, se
sugiere seguir avanzando en la estrategia de purificacion con el objetivo de eliminar la
mayor cantidad de carbohidratos de la muestra.

Actualmente se han atribuido a las antocianinas, diversas propiedades bioactivas
relacionadas con efectos benéficos a la salud, incluyendo dentro de estos, efecto
antioxidante, antimicrobiano, y anticancerigeno principalmente. Por lo tanto, el estudio y
caracterizacion de estos compuestos en variedades de maiz azul originario de Sinaloa
es una necesidad para su potencializacion y uso industrial (Kuhnen y col 2011;Collison

y col 2015).

G ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE HIDROFILICA POR EL METODO ORAC Y DPPH
DEL GRANO CRUDO Y TORTILLA DE MAIZ AZUL Y BLANCO COMERCIAL
1 Actividad antioxidante por ORAC

En el Cuadro 19 se muestra la actividad antioxidante de los maices crudos azul
y blanco y sus correspondientes tortillas.

La actividad antioxidante total (suma de actividades antioxidante de compuestos
fendlicos libres y ligados) en maices crudos varié de 8929.2 a 9267.5 ymol ET / 100 g,
bs. No se observaron diferencias (p<0.05) en la actividad antioxidante total entre ambos
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maices. Estos resultados se encuentran por debajo de lo reportado por Mora-Rochin y
col (2010) (12,286 pmol TE/100 g, bs), para maiz azul procedente del estado de
Sinaloa.

La actividad antioxidante de fendlicos libres presentd valores de 879.9 para el
maiz blanco comercial y 1483.2 para el maiz azul (umol equivalentes de Trolox
(ET)/100 g, bs). El maiz azul presenté la mayor (p<0.05) actividad antioxidante de
fendlicos libres, mientras que la actividad antioxidante de fendlicos ligados en maices
vario de 7784.2 a 8049.3 umol TE / 100 g, bs, no se observaron diferencias (p<0.05) al
comparar ambos materiales (Cuadro 19), estos resultados se encuentran por debajo de
lo reportado por Aguayo-Rojas y col (2012), con valores promedio de actividad
antioxidante de fendlicos libres y ligados de 4078.9-4726.4 y 11917-13808.2 pmol
(ET)/100 g, bs, respectivamente

La actividad antioxidante total en tortillas obtenidas por extrusion-coccién-alcalina
presento valores de 9353.9 (blanco comercial) y 10017.5 (maiz azul) pmol (ET)/100 g,
bs. El mayor (p<0.05) contenido correspondio a la tortilla de maiz azul, observandose
un incremento del 8 % de la actividad antioxidante al comparar la tortilla azul con el
grano de maiz sin procesar. Este comportamiento no corresponde con lo reportado por
Aguayo-Rojas y col (2012), en dicho trabajo las tortillas obtenidas a partir de diferentes
genotipos de maiz, presentaron un decremento de aproximadamente el 33 % de la
actividad antioxidante, atribuidos probablemente a las condiciones del proceso, sin
embargo, aunque en esta investigacion se emple6 el mismo proceso, los materiales de
estudio son diferentes, asi mismo sus componentes, concentracion y comportamiento

ante los factores involoucrados en dicho proceso, en algunas investigaciones con
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cereales como la avena, la cebada vy el frijol, el decremento en la actividad antioxidante
durante la extrusion, se ha atribuido a la baja resistencia de los compuestos fenolicos al
calor, la evaporacién y la descomposicion ante altas temperaturas, también se ha
reportado que altas temperaturas durante la extrusidn, altera la estructura molecular y
puede reducir su reactividad quimica, causando pérdida de propiedades antioxidantes
(Nayak y col 2015).

La actividad antioxidante de fendlicos libres en tortillas varié de 822.7 a 1343
pumol (ET)/100 g, bs (Cuadro 19). La actividad antioxidante de fendlicos ligados mostro
valores promedio de 8531.2 a 8674.6 pmol (ET)/100 g, bs, siendo nuevamente la
tortilla azul quien presenté la mayor capacidad antioxidante en esta fraccion.

Los fendlicos ligados contribuyeron con la mayor (p<0.05) proporcion de la

actividad antioxidante total (= 80%).

2 Actividad antioxidante por DPPH

La actividad antioxidante total expresada como DPPH, se determiné como la
suma de fracciones de fendlicos libres y ligados en maiz azul y blanco comercial crudo
y tortilla obtenidas por el proceso de extrusién-coccion-alcalina (Cuadro 19).

La menor (p<0.05) y mayor (p<0.05) actividad antioxidante expresada como

DPPH en fendlicos libres la presentd el maiz azul (549 uymol TE / 100 g, bs), y el
genotipo blanco comercial (617 pmol TE / 100 g, bs), respectivamente.
En la fraccion ligada, la mayor capacidad antioxidante la presenté el maiz blanco
(2649.83 ymol TE / 100 g, bs), contribuyendo con el 81 % a la actividad antioxidante
total (3266.8 ymol TE / 100 g, bs), mayor (p<0.05) a la presentada por el genotipo azul
(2973.4 ymol TE / 100 g, bs).
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La actividad antioxidante en la fraccién de fenolicos libres en tortillas, fue mayor
(p<0.05) en tortilla azul (367.3 ymol TE / 100 g, bs) al compararla con su contraparte
tortilla blanca comercial (284.4 ymol TE / 100 g, bs).

En la fraccion ligada, no se encontré diferencia (p<0.05) entre la actividad
antioxidante de ambas tortillas (azul y blanca) (2928.3 y 2876 umol TE / 100 g, bs),
respectivamente. Asimismo, la fraccion ligada contribuyé con la mayor actividad
antioxidante total tanto en el material crudo y sus tortillas (= 80%).

La transformacion del grano crudo en tortilla produjo un incremento (p<0.05) en
la actividad antioxidante total para el material azul, lo que puede deberse a la liberacion
de fendlicos en la fraccion ligada en el proceso de extrusion-coccion-alcalina con
respecto al grano sin procesar, ya que los compuestos fendlicos que se encuentran en
su forma ligada en el grano crudo (acido ferulico) son los que proporcionan la mayor

actividad antioxidante.
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Cuadro 19. Actividad antioxidante de grano crudo y tortilla de maiz azul y blanco

Actividad Maiz Azul B c ial

tioxidante' . anco Lomercia .
an Tortilla Crudo Tortilla
ORAC Total? 9267.5 +239.69 P 10017.5+75.73 2 8929.2 +24.85 ® 9353.9 + 157.12°
Fendlicos libres 1483.2 +23.62 1343.0 £+ 71.66 2 8799+ 4.7 °® 822.7+ 14.47°"
Fendlicos ligados 7784.2 +263.30 ° 86746 +4.052 8049.3 +29.59 ab 8531.2+171.58°
DPPH Total® 29734 +0.31°¢ 32957 +34.26 2 3266.8 +21.99°2 31614+ 0.65 ®
Fendlicos libres 549.4 +0.31° 367.3+7.66° 617.0+17.112 284.4 +0.16 ¢
Fendlicos ligados 2424 +00°¢ 2928.3+4192°2 2649.8 £+ 39.10° 2876.6 +0.812

' Las medias se separaron por filas, aplicando la prueba de Tukey. Medias con la misma letra no son diferentes (p<0.05); 2,3 Capacidad antioxidante hidrofilica total

(suma de capacidades antioxidante de fendlicos libres y ligados) en ymol TE / 100 g, bs
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IX CONCLUSIONES

1. Las caracteristicas fisicas, composicion quimica y propiedades fisicoquimicas
del grano de maiz azul se encuentran dentro del rango establecido por la industria
para ser utilizado en la industria de la masa y la tortilla.

2. El valor promedio de fendlicos totales fué de 234 y 216 mg EAG/ 100 g bs,
para maiz azul y tortilla, respectivamente.

3. Se identificaron cinco acidos fendlicos (ferulico, sinapico, siringico, vanilico y
p-hidroxibenzoico), de los cuales el acido ferulico fue el predominante, con un
porcentaje de abundancia del 86.

4. El contenido total de antocianinas fue de 26.2 y 6.72 mg (ECG)/100 g bs, para
maiz azul y tortilla respectivamente. Se identificaron 6 antocianinas en maiz criollo y
tortilla, estas fueron la cianidina-3-glucésido, pelargonidina-3-glucésido, peonidina-3-
glucosido, cianidina-3-(6""-malonilglucdsido), pelargonidina-3-(6""-malonilglucésido) y
la cianidina-3-(6""-succinilglucésido).

5. Las tortillas azules retuvieron el 92 y 25 % del contenido total de fendlicos y
antocianinas con respecto al grano crudo.

6. Las tortillas azules incrementaron su actividad antioxidante en un 8% (ORAC)
y 10 % (DPPH), con respecto al grano crudo. Esto demuestra que el proceso
incrementa la biodisponibilidad de los compuestos bioactivos.

7. El proceso de extrusidn-coccion-alcalina representa una alternativa para la
elaboracion de tortillas con una alta retencidon de fendlicos y capacidad antioxidante
total, y con una moderada retencion de antocianinas.
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8. La cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada a masas (HPLC-MS)
y resonancia magnética nuclear (RMN), son herramientas ampliamente empleadas,
que representan una opcioén ideal en la caracterizacién de antocianinas, por su alta
sensibilidad, facil manejo, excelentes separaciones y tiempo de analisis
relativamente corto.

9. Altos niveles de compuestos bioactivos y actividad antioxidante en maiz criollo
azul, podria contribuir a la produccion y uso de este cereal en la industria alimenticia,

para la elaboracion de alimentos con fuentes naturales de compuestos nutracéuticos.
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