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TORTILLA NUTRACEUTICA OBTENIDA DE MAIZ DE GRANO AZUL :
FORMULACION Y VIDA DE ANAQUEL

NUTRACEUTICAL TORTILLA OBTAINED FROM CORN OF BLUE GRAIN:
FORMULATION AND SHELF LIFE

Cafiarejo-Antamba, M., Y. Salinas-Moreno., S. Valle-Guadarrama., E. Aguirre-
Mandujano

RESUMEN

El maiz de grano azul, contiene elevado
contenido de antocianinas, que se pierden en
proporcion importante, al ser transformado
en tortillas, por el pH alcalino del proceso.
El objetivo del trabajo fue desarrollar una
tortilla nutracéutica con alto contenido de
antocianinas, a través de la optimizacion del
método de nixtamalizacion y la adicion de
pericarpio de grano. Se us6 maiz azul raza
Chalquefio. Se encontré que la modificacion
del pH a 5.1 en la etapa de reposo con acido
fumaérico al 1.2 %, y luego a 7.1 en la etapa
de molienda con la adicion de Ca(OH); al 2
% produjo tortillas con mayor contenido de
antocianinas (AT; 350 mg equivalentes de
cianidina-3-glucdsido (ECG) kg™ de materia
seca (MS) y fenoles solubles totales (FST;
1054.4 mg equivalentes de acido galico
(EAG) kg' MS), mayor actividad
antioxidante (AA; 17 umol equivalentes de
Trolox (ET) g* MS), en comparacion con el
proceso tradicional (218 mg ECG kg, 674
mg EAG kg' y 10.5 pmol ET g*,
respectivamente), con similares atributos de
color. Asimismo, la adicion (3 %) de
pericarpio de maiz Elotes Conico a una
mezcla 70:30 de maices de las razas
Chalquefio y Bolita, caus6 aumento de AT
(58%), FST (68 %) y AA (97 %), indice de
hidrolisis (92 %) y prediccion de indice
glucémico (87 %), con caracteristicas de
color, textura y vida de anaquel similares a
tortillas obtenidas sin la adicion de
pericarpio y también con niveles bajos de
cuenta microbioldgica.

Palabras clave: nixtamalizacion,
nutracéutico, antioxidante, antocianinas,
indice glucemico.

ABSTRACT

Blue-grained corn, after nixtamalization,
can produce tortillas with high content of
anthocyanins,  which  are, however,
degraded during alkaline cooking. The
objective of this study was to develop a
nutraceutical tortilla with high content of
anthocyanins, by optimizing
nixtamalization and adding grain pericarp.
Chalquefio landrace corn was used. It was
found that changing the pH to 5.1 in the
steeping stage with 1.2 % fumaric acid,
and then to 7.1 at the milling step with the
addition of 2 % Ca(OH)2 produced tortillas
with higher anthocyanin content (AC; 350
mg equivalent of cyanidin-3-glucoside
(CGE) kg dry matter (DM), and total
soluble phenols (TSP; 1054.4 mg gallic
acid equivalents (GAE) kg DM), higher
antioxidant activity (AA, 17 pumol Trolox
equivalent (TE) g DM), compared with
the traditional process (218 mg CGE kg*,
674 mg GAE kg?, and 10.5 umol TE g?,
respectively), with similar color attributes.
Also, the addition (3 %) of pericarp from
Elotes Conico corn to a 70:30 mixture of
Chalquefo and Bolita corn races increased
AC (58 %), TSP (68 %) and AA (97 %),
hydrolysis index (92 %) and prediction of
glycemic index (87 %), with features of
color, texture and shelf life similar to
tortillas obtained without the addition of
pericarp, and also with low levels of
microbiological development.

Keywords: nixtamalization, nutraceutical,
antioxidant, anthocyanins, glycemic index.
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I. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es uno de los granos alimenticios méas antiguos que se conocen.
Pertenece a la familia de las Poaceas (Gramineas) y al género Zea. (Paredes-L0Opez et al.,
2008). La produccion mundial anual de este cereal es de 800 millones de toneladas y los
principales productores son Estados Unidos, China, Brasil, Argentina, India, Francia e
Indonesia (FAO, 2012). México se ubica en la octava posicion entre los principales
paises productores.

En México la produccion de maiz en el afio 2012 fue de 22.07 millones de toneladas, de
las cuales 86 % fueron de maiz blanco, 9 % de maiz amarillo y 5 % de otros (SIAP,
2012). Sin embargo actualmente no se cuenta con estadisticas oficiales acerca de la
produccion nacional de los maices de color. Desde el punto de vista alimentario,
politico, econdémico y social, el maiz es el cultivo mas importante del pais, con un
consumo per capita como alimento de 128 kg/afio (SAGARPA, 2013). Las variedades
criollas de maiz presentan granos pigmentados de multiples colores y forman parte de
las 59 razas descritas en el pais (CONABIO, 2011). Dentro de esta variabilidad, se
localizan las razas de maiz pigmentado (azul/morado) denominadas Chalquefio y Bolita,
que tradicionalmente son preferidos por los productores por su adaptacién a las
condiciones ambientales, facilidad para su procesamiento por las caracteristicas de los
alimentos que con ellos se preparan y por su uso forrajero (Vazquez-Carrillo et al.,

2010).



A lo granos de colores negros, azules, morados Yy rojos encontrados en maices
pigmentados, se ha conferido propiedades nutracéuticas por su alto contenido de
antocianinas, las cuales poseen actividad biologica benéfica (Serna et al., 2013). Estos
compuestos tienen una accion positiva en la salud humana al atacar radicales libres, los
cuales se involucran en el desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas (Kong et
al., 2003).

El interés acentuado de los consumidores en la optimizacion de los beneficios de la
salud a traves de la ingesta de alimentos, ha generado una demanda creciente de los
alimentos funcionales y alimentos nutraceuticos en el mercado (Mazza, 2002). Diversos
materiales conteniendo antocianinas han sido incorporados a este tipo de productos
alimenticios, como el maiz pigmentado para la elaboracion de tortillas azules. Las
tortillas azules, por su contenido de antocianinas y fenoles, resultan ser productos
funcionales con alto potencial para el mercado (Serna-Saldivar et al., 2013).

En México, las tortillas son el alimento basico de la dieta diaria, el consumo diario per
capita es de 155.4 g en las zonas urbanas y hasta 217.9 g en las zonas rurales
(Fernandez-Suarez et al., 2013). La tortilla azul, ademas de su color y sabor diferente,
posee un contenido de antioxidantes ligeramente mayor que la tortilla blanca, con
valores entre 12-18 pumoles equivalentes de trolox (ET)/g de materia seca (MS) para
tortilla azul comin y valores entre 8-10 pmoles ET g MS para tortilla blanca (Del
Pozo-Insfran et al., 2006; De al Parra et al., 2007; Mora-Rochin et al., 2010; Lopez-
Martinez et al., 2011), algunos reportes sefialan que el indice glucémico en la tortilla
azul es inferior a la tortilla blanca (Hernandez-Uribe et al., 2007). Sin embargo, los
procesos de transformacion al que es sometido el grano de maiz para transformarse en

tortilla, provocan la pérdida de gran cantidad de fenoles, los que se han cuantificado
2



entre 50-100 % (Salinas-Moreno et al., 2003; Del Pozo-Insfran et al., 2006; De la Parra
et al., 2007).

La nixtamalizacion, que es el principal proceso de transformacion del maiz a tortilla,
involucra cambios quimicos, estructurales y nutricionales en los diversos componentes
del grano. Segun lo informado por Del Pozo-Insfran et al. (2006) y De la Parra et al.
(2007), cuando los maices azules son nixtamalizados y transformados en tortilla, existen
pérdidas entre 70 y 80 % del contenido de antocianinas. Estas pérdidas son atribuidas al
efecto combinado de la cal y el procesamiento téermico durante la nixtamalizacion, asi
como pérdidas fisicas del pericarpio y la lixiviacion de compuestos fenolicos en el
residuo de coccion.

Aunque varios estudios han informado procesos alternativos a la nixtamalizacion
tradicional, como la nixtamalizacién por extrusion y la nixtamalizacion fraccionada
(Cortéz-Gomez et al., 2006; Mora-Rochin et al., 2010), las pérdidas de antocianinas
reportadas con estos métodos no difieren mayormente. Del Pozo-Insfran et al. (2006)
propusieron realizar el reposo del grano nixtamalizado en medio acido (pH=5.2) como
una manera para reducir las pérdidas de antocianinas. Esta modificacién al proceso
tradicional condujo a una pérdida de antocianinas de s6lo 17 % en maices azules. Sin
embargo, los estudios no han reportado como obtener una tortilla azul con caracteristicas
de calidad en color y textura similares a la tortilla azul tradicional, pero con mayor
contenido de antocianinas. Con base a estas consideraciones, surge el interés de
desarrollar una tortilla azul con alto contenido de antocianinas, a través de la optimizacion
del método de nixtamalizacion y la adicion de fracciones de grano rojo y evaluar el efecto de

la tortilla formulada sobre la composicion fendlica durante el almacenamiento.



1. OBJETIVOS

General: Evaluar el potencial nutracéutico en tortillas formuladas a partir de maiz
blanco, maiz azul y mezclas de maiz azul con fracciones de grano rojo.
Particulares:
e Desarrollar la formulacion de la tortilla azul nutracéutica a partir de maices
azul/morado y fracciones de grano rojo.
e Evaluar el indice glucémico y la actividad antioxidante de las formulaciones
desarrolladas.
e Determinar la estabilidad de los bioactivos (antocianinas y fenoles solubles

totales) durante la vida de anaquel de la tortilla formulada.



I11. REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia del maiz

2.1.1 Produccion

El maiz (Zea mays L.), es uno de los granos alimenticios mas antiguos que se conocen.
Pertenece a la familia de las Poaceas (Gramineas) y al género Zea. Es la Unica especie
cultivada de este género y tiene el mas alto potencial (70-75 % de almidon en el grano)
para produccion de carbohidratos por unidad de superficie por dia (Paredes-Lopez et al.,
2008). La produccion mundial anual de este cereal es de 800 millones de toneladas, y los
principales productores son Estados Unidos, China, Brasil, Argentina, India, Francia e
Indonesia (FAO, 2012). Mexico se ubica en la octava posicion entre los paises
productores.

En México el maiz es el cultivo mas importante, tanto por superficie cultivada y
cosechada, como por la relevancia de este cereal en la dieta. Durante 2012 se produjeron
22.07 millones de toneladas, de las cuales 86 % fueron de maiz blanco, 9 % de maiz
amarillo y 5 % de otros (SIAP, 2012). No existen registros oficiales de la produccion de
maices de colores (pigmentados) debido a que se cultivan en pequefios volumenes. Esta
graminea esta presente en la elaboracion de méas de 4 mil productos (almidon, aceites,

carton, chocolates, biocombustibles, alimento animal, entre otros) y aporta cantidades



significativas de nutrientes, sobre todo calorias y proteinas. El consumo per capita como

alimento es de 128 kg/afio (SAGARPA, 2013).

2.1.2 Variabilidad genética del maiz en México

México posee la mayor variabilidad genética de este cereal en el mundo, donde se han
registrado 64 razas, de las cuales 59 son consideradas nativas. Esta diversidad se ha
clasificado de acuerdo a criterios de morfologia, ecologia, genética y de historia de
cultivo, que permiten diferenciarlas como grupo (CONABIO, 2011). Sin embargo, la
valoracion de las estructuras reproductivas femeninas, mazorcas, grano y olote, parecen
ser el criterio morfologico mas importante para la clasificacion racial de maiz entre razas

y dentro de razas (Herrera-Cabrera et al., 2000).

Uno de los componentes de la diversidad fenotipica es el color del grano, y en muchas
de las razas nativas registradas en el pais se presentan variantes de grano pigmentado
con coloraciones que van desde el negro hasta el rosa, siendo los mas comunes los
azules, rojos y morados. Estas tonalidades de colores se deben a las antocianinas
(Salinas-Moreno et al., 2013b), uno de los principales grupos de pigmentos vegetales
visible al ojo humano (Kong et al., 2003). Dentro de las razas de maiz pigmentado
(azul/morado) descritas en el pais, se encuentra las denominadas Chalquefio y Bolita,
que tradicionalmente son de preferencia por los productores por su adaptacion a las
condiciones ambientales, facilidad para su procesamiento por las caracteristicas de los
alimentos que con ellos se preparan y por su uso forrajero (Vazquez-Carrillo et al.,

2010).



La raza de maiz Chalquefio perteneciente a las razas del grupo Conico, se distribuye en
areas sobre los 1800 msnm, donde se encuentran los Valles Altos del centro de México,
donde se siembra en condiciones de humedad residual, con mazorcas de forma piramidal
y de grano dentado de color cremoso. Existen variantes dentro de este tipo de maiz, asi
como variantes de otros colores de grano como azul, rojo, amarillo, y blanco (Herrera-

Cabrera et al., 2004)

La raza Bolita se distribuye ampliamente desde los 1200 hasta los 2000 msnm; se
caracteriza por sus plantas de porte bajo, resistencia a sequia y excelente calidad de
grano; tiene mazorcas cortas provistas de buena cobertura, de tamafio mediano, granos
de apariencia redonda y una amplia variedad de colores. Predomina en los Valles
Centrales del Estado de Oaxaca, de donde se considera originaria y donde expresa su

mayor diversidad (Aragén-Cuevas et al., 2006).

2.1.3 Formas de consumo del maiz pigmentado en México

La dieta forma parte de la memoria colectiva de un pueblo, y no sélo comprende la
ingesta de alimentos, sino también expresa relaciones socioeconomicas y hace patente
actos de simbolismo cultural. En la época prehispanica, el maiz fue uno de los alimentos
en la dieta de algunos antiguos pobladores y sus usos probables eran la produccion de
harinas, pinole y granos reventados con calor. La tortilla no era conocida al principio de
esta época, sin embargo en la actualidad, la tortilla es considerada como el alimento base
de la supervivencia del pueblo mexicano desde hace mas de 3500 afios (Fernandez-

Suérez et al., 2013).



La preparacion culinaria del alimento esta correlaciona estrictamente con la raza del
maiz. Por ejemplo, dentro de los maices pigmentados, la raza Chalquefio se consume
principalmente en forma de tortilla y la raza Bolita es idonea para elaborar la tortilla
“tlayuda” y el “tejate” (Ferndndez-Suarez et al., 2013). En general, los maices
pigmentados también se consumen como atole de masa cocida, atole de grano seco
molido o harina de maiz tostado con azUcar, canela y miel. A este producto se le conoce
como pinole, el cual se puede consumir s6lo como dulce o mezclado con agua. Los
productos obtenidos a base de maiz pigmentado, ademas de tener un color atractivo y un

sabor diferente, poseen componentes bioacitvos (Antonio et al., 2004).

La base de al menos la mitad de las preparaciones culinarias es la nixtamalizacion del
maiz, donde la coccion de grano en agua con cal es por mucho la operacion culinaria y
tecnoldgica mas sofisticada de todas, que ha sido modernizada y adoptada por la
industria de la masa y la tortilla (Fernandez-Suarez et al., 2013).

2.2 Caracteristicas de los maices pigmentados
2.2.1. Caracteristicas fisicas

Existe una gran diversidad de variedades de maiz pigmentado, las cuales corresponden a
varias razas, cada una de las cuales puede comprender numerosas Vvariantes
diferenciadas en formas de mazorca, color y textura de grano. Los maices pigmentados
son harinosos, de textura suave, con un tamafio medio en comparacién con los granos de
tamario grande de las razas Ancho y Cacahuacintle (60 a 70 g/100 semillas), o pequefio
en las razas Palomero Toluquefio y Arrocillo (18 a 22 g/100 semillas; Cuadro 1).
Algunos tipos de maices pigmentados con endospermo harinoso tienen mayor contenido

de antocianinas (Salinas-Moreno et al., 2012a).



Cuadro 1. Caracteristicas fisicas del grano de maiz pigmentado y blanco.

Tino de Maiz Peso de 100 Peso hectolitrico indice de Textura

P granos (g) (kg hLh) flotacion (%)
Azul 37 66.2 85-100 Suave
Blanco 43 68-3 50-60 Intermedia

Fuente: Vazquez-Carrillo et al. (2010) y Salinas-Moreno et al. (2012a).

El color del grano pigmentado se debe a que las antocianinas se localizan en las capas
periféricas, ya sea en la aleurona, en el pericarpio o en las dos estructuras. En los granos
azules el pigmento se localiza en la capa de aleurona, en tanto que en los granos rojos de

localizan en el pericarpio o en ambas estructuras (Figura 1; Salinas-Moreno et al., 2013).

pericarpio Partes de la semilla de Maiz

cotiledan

Figura 1. Partes de la semilla de maiz. Fuente: Rodriguez-Mendez (2013).

El tono de color depende del tipo de antocianinas que dominen en el grano; en los
maices azules y morados prevalecen los derivados de cianidina y en los rojos
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predominan los de pelargonidina, asi como tambiéen la cianidina. Las antocianinas son
colorantes naturales para el consumo humano y poseen importantes actividades

bioldgicas para la salud (Agama-Acevedo et al., 2011).

2.2.3 Composicion quimica del grano de maiz blanco y azul

Los tipos de maices que se producen en México reportan una composicion promedio del
8 % de proteinas y 80 % de hidratos de carbono (Castafieda-Sanchez, 2011). Los maices
pigmentados (azul/morado) presentan menor contenido de almidon y un indice
glucémico inferior al maiz normal, estas caracteristicas no afectan en la elaboracion de
la tortilla y su textura (Herndndez-Uribe et al., 2007). Es decir que, las tortillas
elaboradas con maices de pigmento azul representan un alimento propicio en la dieta. En
el Cuadro 2 se muestra la composicion proximal de maices blancos y azules, asi como

sus respectivas tortillas.

Cuadro 2. Composicion proximal en maices y tortillas blancas y azules (% base seca).

Componente Maiz Tortilla
(%) Blanco Azul Blanca Azul
Humedad 8.58 +0.31 8.29+0.17 38.30+£0.34 34.74 +£0.10
Cenizas 1.63+0.01 1.52 £0.03 1.36 £ 0.03 1.60 £ 0.02
Lipidos 5.36 £0.04 491 +0.02 2.60 £ 0.05 4.47 +0.07
Proteinas 9.04 +0.23 9.04 £0.12 8.03+0.10 9.56 +£0.13
Almiddn 78.50 £ 0.95 82.9+0.86 74.90 £ 0.32 68.47 £ 0.10

Fuente: Hernandez-Uribe et al. (2007) y Castafieda-Sanchez (2011).



El grano de maiz azul con endospermo harinoso posee mayor valor alimenticio, el
contenido de minerales y proteina es superior que el de otras variedades y es fuente

importante de carbohidratos (Antonio et al., 2004).

2.3 Tortillas de maiz azul
El maiz (Zea mays L.) en forma de tortilla es uno de los principales componentes de la
dieta del pueblo mexicano, seguido de otros productos derivados del maiz como atoles,
pinoles, tostadas, tamales, sopes, botanas etc. So6lo en México se han identificado al
menos 600 formas de preparar el maiz en la alimentacion. La tortilla de maiz es uno de
los alimentos mas consumidos en México, por su bajo precio relativo y alto valor
nutritivo, ya que por si sola provee el 38% de las proteinas, el 45.2% de las calorias y el
49.1% del calcio en la dieta diaria (FAO, 1992). EI consumo de tortillas elaboradas con
maiz blanco y amarillos es muy usual. Sin embargo, existen regiones en donde se utiliza
el maiz azul para la produccion de tortillas. Las tortillas azules, a diferencia de las
blancas, poseen una textura suave y un sabor mas agradable, motivos por el cual, el
gusto por estas tortillas se ha ido incrementado (Salinas et al., 2003). EI consumo diario
per capita de 155.4 g en las zonas urbanas y hasta 217.9 g en las zonas rurales

(Fernandez-Suarez et al., 2013).

Las tortillas azules elaboradas a partir de maices pigmentados se caracteriza por el
contenido de fenoles solubles totales, antocianinas, y capacidad antioxidante presentes
en el grano de maiz (Serna et al., 2013), sin embargo, la transformaciéon del maiz a
tortilla afecta significativamente la cantidad y biodisponibilidad de estos compuestos, asi

como el tono de color natural de la tortilla (De la Parra et al., 2007; Salinas et al., 2003).

11



Hernandez-Uribe et al. (2007) menciona que las tortillas de maices azules presentan
menor contenido de almidon y un bajo indice glucémico que las tortillas de maices

blancos, haciendo de este producto un alimento de importancia nutrimental (Cuadro 2).

2.4 Antocianinas en maices pigmentados
Las antocianinas en el grano de maices de grano azul/morado, se localizan Unicamente
en la capa de aleurona. Estos compuestos pertenecen al grupo de los flavonoides, y su
estructura basica es el ion flavilio, que consta de dos anillos aromaticos (A y B) unidos

por una unidad de tres carbonos (Salinas-Moreno et al., 2013).

Figura 2. Estructura general de las antocianinas (Harborne, 1963; Kong et al., 2003).

Las antocianinas encontradas en el maiz derivan principalmente de cianidina y
pelargonidina; la primera es més frecuente en maices de color azul/morado, en tanto que

la segunda en maices rojos (Salinas-Moreno et al., 1999; Salinas-Moreno et al., 2010).

La acumulacion de antocianinas del grano de maiz pigmentado es afectada por las
condiciones climaticas y de cultivo. Salinas-Moreno et al. (2012b), analizaron el
contenido de antocianinas en tres razas de maiz azul/morado (Chalquefio, Elotes cénico

y Bolita) provenientes de tres condiciones de cultivo diferentes. Los maices de la raza
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Chalquefio analizados, que se cultivan en el Distrito Federal, a altitudes de 2500 msnm,
registraron un contenido de antocianinas promedio de 829 mg EC3G kg™ MS; en la raza
Elotes conicos del Estado de México, que se cultivan a altitudes similares se encontro un
contenido promedio de 1204 mg EC3G kg* MS, mientras que en los maices de la raza
Bolita, colectados en el estado de Oaxaca a altitudes de 1500 msnm, se encontrd un
contenido de antocianinas de 423 mg EC3G kg MS. Este ultimo valor se encuentra
dentro de lo informado por Del Pozo-Insfran et al. (2006); De la Parra et al. (2007); y
Mora-Rochin et al. (2010), cuyos valores son 321, 369, 306 mg EC3G kg* MS,
respectivamente, sin embargo los autores no aclaran las condiciones bajo las cuales se

cultivaron los maices analizados.

La presencia de antocianinas en las variedades de maiz pigmentado las hacen un
producto potencial para el suministro de colorantes y antioxidantes naturales. Por ello, el
estudio de los pigmentos del maiz azul y morado, asi como los productos derivados de

éste, ha despertado un creciente interés (Cuevas-Montilla et al., 2008).

2.4.1 Factores que alteran la estabilidad en las antocianinas

La incorporacion de las antocianinas en los alimentos es limitada debido a que son
altamente inestables y muy susceptibles a la degradacion durante el procesamiento y
almacenamiento (Fossen et al., 1998). Las antocianinas aisladas son altamente inestables
y muy susceptibles a la degradacion. Su estabilidad es afectada por factores tales como
el pH, temperatura de almacenamiento, estructura quimica, concentracion, luz, oxigeno,
solventes, presencia de algunas enzimas, flavonoides, proteinas y algunos iones

metalicos (Castafieda-Ovando et al., 2009).
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2.4.1.1 Influencia del pH. Las antocianinas se pueden encontrar en diferentes
estructuras quimicas dependiendo del pH de solucion. El cation flavilio de las
antocianinas es estable a pH muy &cido (0-1.5); es decir a un pH de 1, la estructura
predominante es el cation flavilio (morado a rojo), a valores de pH (1.5-4), el catién
flavilio pierde un proton hasta formar una base quinoidal (azul), la cual es una estructura
inestable. Cuando el pH se encuentra entre 5 y 6 las especies predominantes son
estructuras incoloras: pseudobase carbinol y chalcona, y a pH mayor a 7 las antocianinas
se degradan, dependiendo de los grupos sustituyentes (Figura 3) (Castafieda-Ovando et

al., 2009).

- - o ?LH H*
OH
Cation flavilio, rojo
H* ‘L -OH

,,,J\/ OH
v -~“~ - -OH‘_
,f’»‘ H*

Base qummdal. azul Chalcona. amanlla

Figura 3. Estructura de las antocianinas en funcion del pH (Castafieda et al., 2009).
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En general, las antocianinas presentan mayor estabilidad con pH menor a 8, pues
después de este valor se presentan cambios muy drasticos que se manifiestan en su color.
A pH de 10.5, estos compuestos en solucion adquieren tonalidades azulados y verdosos

(Castarieda-Ovando et al., 2009).

2.4.1.2 Efecto de la temperatura. Las antocianinas son destruidas por el calor durante
el procesamiento y almacenamiento. Un incremento en la temperatura provoca un
incremento logaritmico de su destruccién (Cuevas-Montilla et al., 2008). Timberlake
(1986) observo que el equilibrio entre las estructuras es endotérmico, en direccion de

izquierda a derecha.

Base quinoidal <> Cation flavilo <> Pseudobase carbinol «» Chalcona

Figura 4. Estructura de la antocianina en funcion de la temperatura

(Cuevas-Montilla et al., 2008).

2.4.2 Actividades biologicas de las antocianinas

El interés en los pigmentos antocianos se ha intensificado por su implicacion en la salud
humana, debido a sus propiedades farmacoldgicas y terapéuticas, las cuales estan
relacionadas con sus propiedades antioxidantes (Aguilera-Ortiz et al., 2011).

Las antocianinas son capaces de prevenir el dafio oxidativo al ADN, proteinas, lipidos u
otras moléculas causadas por especies de oxigeno reactivas (EROS). Estas especies
reactivas son agentes oxidantes y/o facilmente convertidas a radicales. Cuando un

aumento del contenido intracelular de EROS sobrepasa las defensas antioxidantes de la
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célula se produce el estrés oxidativo, el cual induce dafios a moléculas biolégicas como
lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Diversos estudios han demostrado que los extractos
ricos en antocianinas pueden ayudar a combatir las especies reactivas del oxigeno
(EROS) y la inhibicién de la oxidacion de lipoproteinas, las cuales estan relacionadas
con enfermedades cardiovasculares, asi como también la supresion de ceélulas

cancerigenas derivadas del cancer de colon o cancer gastrico (Kong et al., 2003).

Las propiedades de estos compuestos como antioxidantes se deben a que son facilmente
oxidables (Castafieda-Ovando et al., 2009). Se caracterizan por ser donadores de
electrones que evitan reacciones en cadena provocadas por los radicales libres. La
actividad antioxidante de las antocianinas juega un papel importante en la prevencion de
padecimientos neuronales y cardiovasculares, cancer y diabetes, entre muchas otras
(Aguilera-Ortiz et al., 2011). Investigaciones realizadas con extractos de Vitis vinifera
ricos en antocianinas, han mostrado que disminuyen la fragilidad y permeabilidad
capilar; también poseen efectos antiinflamatorios y actividad antiedema (Kong et al.,
2003). Ademas, tienen la propiedad de neutralizar las enzimas que destruyen el tejido
conectivo y por su alto poder antioxidante previenen la oxidacion del tejido conectivo
dafado. Estas caracteristicas biologicas catalogan a las antocianinas como agentes

nutracéuticos (Castafieda-Ovando et al., 2009).

2.5 La nixtamalizacion y su efecto sobre las antocianinas del grano de maiz
pigmentado

Del nédhuatl nixtli =cenizas, y tamalli= masa, la nixtamalizacidn es un proceso antiguo
desarrollado por las culturas Mesoamericanas y aun es utilizado para la elaboracion de

tortillas. Consiste en agregar una parte de maiz entero y dos partes de agua con 1 % de
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cal. La mezcla se calienta a una temperatura entre 80-90 °C durante 20 a 45 minutos con
alguna agitacion, y finalmente se deja reposar durante 12 a 14 h (Paredes-Lopez et al.,
2008). El proceso de nixtamalizacion tradicional involucra cambios quimicos,
estructurales y nutricionales en los diversos constituyentes del grano (Escalante-Aburto
etal., 2013).

Segun Del Pozo-Insfran et al. (2006) y De la Parra et al. (2007), cuando los maices
azules son nixtamalizados y transformados en tortilla, existen pérdidas entre 70 y 80 %
del contenido de antocianinas. Estas pérdidas son atribuidas al efecto combinado de la
cal y el procesamiento térmico durante la nixtamalizacion, asi como pérdidas fisicas del
pericarpio y la lixiviacion de compuestos fendlicos en el residuo de coccion. La pérdida
de las antocianinas durante el proceso de nixamalizacion, esta relacionada con el tipo de
maiz y variedad de color (LOpez-Martinez et al., 2011), asi como también la localizacion

del pigmento en el grano del maiz (Salinas-Moreno et al., 2003).

2.6 Alimentos funcionales
Las tendencias mundiales de la alimentacion en los ultimos afios indican un interés
acentuado de los consumidores hacia ciertos alimentos que ademas del valor nutritivo
aporten beneficios a las funciones fisiologicas del organismo humano. Este patron de
comportamiento por los consumidores, ha generado una rapida expansion de los

alimentos funcionales en el mercado (Mazza, 2002).

Los alimentos funcionales se definen como los productos alimenticios de origen vegetal
o animal, consumidos en la dieta, que ademas de aportar nutrientes poseen componentes
bioactivos. En ciertos casos, dichos componentes bioactivos han sido distribuidos

comercialmente como productos nutracéuticos. Un producto nutracéutico es aquél que
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pueda tener la consideracion de alimento, o parte de él, capaz de proporcionar beneficios
saludables, incluidos la prevencion y el tratamiento de enfermedades. Entre los
beneficios derivados de una alimentacion nutracéutica estan: reduccion de colesterol,
reduccion de enfermedades como cardiovasculares, osteoporosis y canceres (Alvidrez-

Morales et al., 2002).

Ciertos alimentos funcionales son desarrollados a partir cereales como la avena y cebada
por los altos niveles de beta-glucano, que contribuye a la reduccion de la glucosa
postpandrial (posterior a la ingesta de alimentos) y el riesgo de cardiopatia coronaria
(Steele et al., 2013). Existen diversas investigaciones sobre extractos alimenticios ricos
en antocianinas que han sido incorporados y desarrollados dentro de suplementos
alimenticios dietéticos. Por ejemplo, extractos de antocianinas de maiz morado han sido
incorporados como un suplemento dietético antioxidante; el arroz rojo también esta
siendo fermentado y comercializado como Cholestin para ayudar a reducir los niveles de
colesterol, y el pan de trigo azul puede ser procesado para producir un polvo rico en

antocianinas como suplemento dietético (Aguilera-Ortiz et al., 2011).

Varios estudios han demostrado que la glucosa en la sangre y las respuestas de insulina
se ven afectadas por la composicion del alimento. Los alimentos que contienen
carbohidratos pueden ser catalogados con indice glucémico alto si su valor es superior a
70, medio con valores entre 56 y 59, y bajo para valores inferiores a 55 (Jenkins et al.,
1981; Nayak et al., 2014). El indice glucémico (IG) es un indicador numérico que
determina como la ingesta de alimentos especificos eleva la concentracion de glucosa en
el plasma sanguineo y cual es su respuesta en la produccion de insulina. Uno de los

factores que determinan la elevacién del indice glucémico, es el tipo caracteristico de
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carbohidratos que cada alimento tiene y que puede ser de rapida o lenta digestion. Uno
de los componentes alimenticios en los carbohidratos, es la fibra dietética, que esta
relacionada con la reduccién de la glucosa en la sangre y el contenido de insulina en el
cuerpo humano (Charalampopoulos et al., 2002).

Una reduccion de la tasa de digestion y la absorcion de carbohidratos por medio de una
dieta con alimentos bajos en indice glucemico, puede prevenir varias enfermedades
cronico degenerativas, tales como la obesidad, la diabetes tipo 2, enfermedad cardiaca

coronaria y varias formas de cancer (Nayak et al., 2014).

2.7 Vida de anaquel de productos
Durante el procesamiento y almacenamiento de los alimentos, varios cambios quimicos
ocurren que involucran los componentes internos de los alimentos y los factores
ambientales externos. Estos cambios pueden causar deterioro y reducir la vida util del
alimento. La vida util de un alimento puede ser definido como el periodo que mantendra
un nivel aceptable de calidad de consumo, a partir de una seguridad y el punto de vista
sensorial. El estudio de la conservacion de los alimentos no es probable que produzca
resultados claros, sobre todo porque los alimentos son diversos, complejos e involucran
reacciones simultaneas, enzimaticas y fisico quimicas que se llevan a cabo al mismo
tiempo en un determinado alimento. Sin embargo, la aplicacion de un modelo cientifico
podria estimar el periodo que mantendra un nivel aceptable de calidad de consumo, y
factores como: formulacion, procesamiento, empaque y condiciones de almacenamiento

podrian ser criticos en este proceso (Singh y Cadwallader, 2002).

Tratamientos como bajas temperaturas, altas concentraciones de CO2, atmdsferas

controlada (AC) y modificadas (AM) implican desaceleracion de la velocidad de
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muchos procesos metabdlicos que conduce a un deterioro natural y pérdida de calidad.
Sin embargo, algunos de estos tratamientos afectan negativamente al contenido de
antocianinas, con consecuencia en el color y el valor nutritivo (De Pascual-Teresa et al.,

2008).

En trabajos anteriores se ha investigado el efecto del almacenamiento en refrigeracion de
productos con colorante tipo antociano, en los que mencionan la posible estabilidad de
las antocianinas totales, debido a la estructura de la aglicona y tipo de azucar conjugado,
asi como también, la exposicion del producto a bajas tasas de oxigeno y atmosferas de
nitrdgeno durante el almacenamiento conlleva a una menor degradacion de estos
compuestos (Howard et al., 2012). Segun lo reportado por Fossen et al. (1998), las
cianidina 3-glucdsido muestra una alta estabilidad en pH bajo (3.1) a una temperatura de
10 °C después de 15 dias de almacenamiento e indica que en alimentos con pH alcalino

como productos de panaderias, el tiempo de almacenamiento debe ser limitado.

Alimentos como las tortillas de maiz, debido a su alto contenido de humedad de 42 a 50
% Yy su actividad acuosa (0.94 a 0,98) hacen que el producto sea susceptible a dafios por
microbios (Martinez-Flores et al., 2004; Adolphson et al., 2013), por lo que la
refrigeracion es un método alternativo de conservar las tortillas por varios dias, a fin de
prevenir dafios bacteriologicos. Existe poca informacién con respecto al uso de
atmosferas modificadas para extender la vida Util de las tortillas de maiz, por lo que la
aplicacion de este tipo de tecnologia podria ser una alternativa para conservar del

producto.
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MEJORAMIENTO DEL METODO DE NIXTAMALIZACION PARA
ELABORAR TORTILLAS A PARTIR DE MAIZ DE GRANO AZUL

IMPROVEMENT OF THE NIXTAMALIZATION METHOD TO ELABORATE
TORTILLAS FROM CORN OF BLUE GRAIN

Caniarejo-Antamba, M., Y. Salinas-Moreno., S. Valle-Guadarrama., E. Aguirre-
Mandujano

RESUMEN

El maiz de grano azul contiene elevada
cantidad de antocianinas, que se pierden en
proporcién importante, al ser transformado
en tortillas, por el pH alcalino del proceso.
El objetivo del trabajo fue desarrollar una
tortilla nutracéutica con alto contenido de
antocianinas, a través de la optimizacion del
método de nixtamalizacion. Se usdé maiz
azul raza Chalquefio y se compard la
nixtamalizacion tradicional (TT) con un
manejo con reposo en medio &cido (pH 5.1)
(TA), un tratamiento con reposo acido (pH
5.1) y molienda alcalina (pH 7.1) (TAM) y
un manejo con reposo acido (pH 5.1),
molienda &cida (pH 5.1) y amasado alcalino
(pH 7.1) (TAA). La condicion &cida se
logré agregando acido fumarico al 1.2 % y
el posterior incremento del pH con Ca(OH):
al 2 %. Con TA se incremento el contenido
de antocianinas (AT) y de fenoles solubles
totales (FST), pero las tortillas tuvieron
tonalidad rojiza no caracteristica. Con TAM
y TAA se incrementd AT a valores entre
343 y 350 mg equivalentes de cianidina-3-
glucdsido (ECG) kg* de materia seca (MS),
FST al rango entre 1054 y 1083 mg
equivalentes de &cido galico (EAG) kg*
MS) y AA fue también mayor (17 a 18
umol equivalentes de Trolox (ET) g* MS),
en comparacion con el proceso tradicional
(218 mg ECG kg, 674 mg EAG kg y 10.5
umol ET gt respectivamente), con
similares atributos de color.

clave:
fenoles,

Palabras
antocianinas,
antioxidante.

nixtamalizacion,
actividad

ABSTRACT

The corn of blue grain has an elevated
content of anthocyanins, which are lost in a
great amount, during its processing into
tortillas, due to the alkaline pH used. The
objective was to develop a nutraceutical
tortilla with high content of anthocyanins,
through  the  optimization of the
nixtamalization method. Corn of the race
Chalquefio was used, and traditional
nixtamalization (TT) was compared with a
treatment with resting in acidic medium (pH
5.1) (TA), a treatment with acid resting (pH
5.1) and alkaline milling (pH 7.1) (TAM)
and a management with acid resting (pH
5.1), acid milling (pH 5.1) and alkaline
mashing (pH 7.1) (TAA). The acid
condition was achieved through adding 1.2
% fumaric acid, and the subsequent increase
in pH with 2 % Ca(OH).. With TA the
content of anthocyanins (AC) and that of
total soluble phenols (TSP) resulted
increased, but tortillas had a reddish non
characteristic hue. In contrast, with TAM
and TAA the AC increased to values
between 343 and 350 mg equivalent of
cyanidin-3-glucoside (CGE) kg* dry matter
(DM), TSP to the range between 1054 and
1083 mg gallic acid equivalents (GAE) kg™
DM), and AA was also higher (17 to 18
pumol Trolox equivalent (TE) g! DM),
compared with the traditional process (218
mg CGE kg?, 674 mg GAE kg?, and 10.5
umol TE g?, respectively), with similar
color attributes.

Key words: nixtamalization, anthocyanins,
phenols, antioxidant activity.
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1 Introduccién
Los cereales, ademas de ser la principal fuente de calorias en la dieta, concentran en sus

capas periféricas compuestos fendlicos (Dykes y Rooney, 2007) con actividades
bioldgicas distintas. Los procesos de transformacion a los que son sometidos para
obtener productos finales de consumo, provocan la pérdida de gran cantidad de sus
fenoles, lo que se ha cuantificado entre 50-100 % (Salinas-Moreno et al., 2003; Del
Pozo-Insfran et al., 2006; De la Parra et al., 2007). Actualmente hay una busqueda de
alimentos que no solo realicen un aporte nutrimental, sino que contribuyan a la
prevencion de enfermedades como aquéllas de tipo cardiovascular, diabetes y cancer
(Mazza, 2002; Alvidrez-Morales et al., 2002). El interés de la industria de alimentos
sobre las antocianinas ademéas de ser utilizados como colorantes naturales, puede ser
considerado como ingrediente funcional por su implicacién en la salud humana a través
de diferentes vias (De Pascual-Teresa et al., 2008). El papel de las antocianinas como
agentes colorantes de alimentos viene a ser relevante, ya que imparten color a muchas
frutas y hortalizas y a varios productos alimenticios que lo poseen (Kong et al., 2003).
El uso de estos pigmentos solubles en agua es también aumentado por su potencial
beneficio a la salud (Bridle y Timberlake, 1996). Sin embargo, varios factores limitan
sus posibilidades, debido a que su color es facilmente afectado por un numero de
reacciones que se producen durante el procesamiento de los alimentos. Las antocianinas
son muy estables en pH acido (pH=1) y moderadamente estables en pH de entre 2 y 5.
Incrementos en los valores del pH a valores entre 5-12 reducen esta estabilidad, ya que
modifican su estructura quimica y con ello su color (Brouillard, 1982).

Las antocianinas se pueden encontrar en diferentes formas quimicas dependiendo el pH

de solucion. A pH menor a 2 su forma principal es el cation flavilio (color rojo), a
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valores de pH entre 2 y 4 su forma es la base quinoidal (color azul) y a valores de pH
entre 5 y 6 se presentan dos formas incoloras: pseudo carbinol y chalcona (Castafieda-
Ovando et al., 2009), en tanto que con pH alcalino el color que prevalece es azul/morado
(Brouillard, 1982). En el grano de maiz azul/morado, las antocianinas se localizan en la
aleurona, que se ubica por debajo del pericarpio del grano (Salinas-Moreno et al., 1999).
El pH alcalino del agua de cocimiento durante el proceso de nixtamalizacion solubiliza
parcial o completamente esta estructura (De la Parra et al., 2007), de tal manera que el
pH alcalino del agua ingresa hasta la capa de aleurona y degrada gran parte de las
antocianinas presentes en esta estructura (Salinas-Moreno et al., 2003), pues estos
compuestos son inestables a tales condiciones (Brouillard, 1982).

Aunque varios estudios han informado procesos alternativos a la nixtamalizacion
tradicional, como la nixtamalizacién por extrusion y la nixtamalizacion fraccionada
(Cortéz-Gomez et al., 2006 y Mora-Rochin et al., 2010) las pérdidas de antocianinas
reportadas con estos métodos no difieren mayormente. Del Pozo-Insfran et al. (2006)
propusieron realizar el reposo del grano nixtamalizado en medio acido (pH=5.2) como
una manera para reducir las pérdidas de antocianinas. Esta modificacién al proceso
tradicional condujo a una pérdida de antocianinas de solo 17 % en maices azules. Sin
embargo, los estudios no han reportado como obtener una tortilla azul con caracteristicas
de calidad en color y textura similares a la tortilla azul tradicional, pero con mayor
contenido de antocianinas. En base a estas consideraciones, el objetivo del presente
trabajo fue evaluar la aplicacién de un método de nixtamalizacion con reposo en medio
acido y restituciéon del pH alcalino de la masa para obtener una tortilla azul de alto

contenido de antocianinas con atributos de color y textura caracteristicos.
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2 Materiales y metodos

2.1 Material de estudio
Se utiliz6 una poblacion de maiz de grano azul/morado de la raza Chalquefio,
proveniente de la Delegacion Xochimilco del Distrito Federal, México (19° 15" N, 99°
05'0).
2.2 Sitio de experimentacion
Los experimentos se llevaron a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Calidad de
Maiz del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), ubicado en Km. 13.5 de la Carretera los Reyes-Texcoco, Coatlinchan,
Texcoco, Estado de México.
2.3 Organizacion experimental
2.3.1 Nixtamalizacion de muestras
Se utilizaron lotes de 1 kg de maiz limpio de la raza Chalquefio, que se nixtamalizaron
con oxido de calcio en concentracion de 0.7 % y tiempo de coccion de 25 min. El tiempo
de coccion se determino con base en el indice de flotacion, segun el criterio descrito por
Salinas y Vazquez (2006). El grano nixtamalizado se reposo durante 12 h a temperatura
ambiente. Al final de esta fase el nixtamal se enjuagd con agua corriente para eliminar
el exceso de cal y residuos del pericarpio solubilizado para proceder a su molienda en
equipo de piedras (Weg MSL1J), México). Este procedimiento se realiz6 con

particularidades asignadas a los tratamientos descritos en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Descripcion de tratamientos de nixtamalizacion y acondicionamiento de

masa aplicados en el maiz azul/morado.

Tratamientos de nixtamalizacion

Descripcion

TT

TA

TAM

TAA

Tratamiento testigo. Proceso de nixtamalizacién, reposo,
molienda y acondicionamiento de la masa realizado en

forma tradicional.

Tratamiento con reposo en medio &cido. La fase de
reposo fue en medio &cido (pH=5.1), agregando &cido
fumarico al 1.2 % con relacién al peso del grano (3 g/250 g
de grano nixtamalizado). La  molienda 'y

acondicionamiento de masa fueron de manera tradicional.

Tratamiento con reposo &cido y molienda alcalina. La
fase de reposo fue en medio acido (pH=5.1), agregando
acido fumérico al 1.2 % con relacion al peso del grano (3
9/250 g de grano nixtamalizado). Durante la molienda, se
agregaron 10 mL de una solucién de 6xido de calcio al 2 %

(p/v). Finalmente se aplicé amasado tradicional.

Tratamiento con reposo &cido, molienda &cida y
amasado alcalino. La fase de reposo fue en medio &cido,
agregando &cido fumaérico al 1.2 % con relacién al peso del
grano (3 g/250 g de grano nixtamalizado). El grano se
molié sin aditivos y después, durante al amasado, se

agregaron 7 mL de una solucién de éxido de calcio al 2 %
(p/v).

2.3.2 Elaboracién de tortillas

Se elaboraron 10 tortillas de cada tratamiento (TT, TA, TAM y TAA) a partir de

porciones de 20 g de masa. El laminado de las tortillas se realiz6 con una prensa manual,
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para obtener discos de 11 cm de didmetro con espesor de 2 mm, que Se cocieron en una
placa metalica a una temperatura entre 250 y 270 °C. El cocimiento se realizo durante 10
s por una de las caras, se volteo para cocer la otra cara durante 15 s, nuevamente un
volteo a la primera cara para lograr la formacion de la ampolla. De cada tratamiento se
tomaron cinco tortillas para determinar color y humedad. Las tortillas restantes de cada
tratamiento se deshidrataron a 45 °C durante 24 h, posteriormente se molieron en un
molino tipo ciclonico IKA (MF 10 Basic, IKA Laboratory equipment, USA) con malla
de 0.5 mm. La harina se almacen0 en sobres de papel manila que se colocaron en un
desecador para su analisis inmediato de compuestos fendlicos (antocianinas totales,
fenoles solubles totales y actividad antioxidante).

2.4 Variables respuesta

2.4.1 Medicion de pH en nejayote y masa
Se ajusto la humedad de la masa (H™) a 14 % mediante la Ecuacion (1):

860 1)
100-% H"
Después, se utilizaron muestras de 1 g de masa disuelta en 10 mL de agua destilada, se
aplico agitacion durante 15 min y posterior reposo por 10 min. Al final se tomd la
lectura del pH con un potenciémetro Denver Instrument UB10 (USA), calibrado con

buffer de pH 4 y 7. Para nejayote se tomo la lectura directamente con el potenciémetro.

2.4.2 Humedad en nixtamal, masa y tortilla
Se determind la humedad en nixtamal, masa y tortilla segun el método AACC (2000)

con adaptaciones. Se pesaron muestras de 2 g de grano nixtamalizado, de masa y de
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tortilla en una caja de aluminio a peso constante y se coloco en una estufa durante 1 h a
130 °C. Transcurrido ese tiempo se sacO la caja y se dejo enfriar en desecador. Por
ultimo, se procedio a determinar el peso de la caja con la muestra seca. El contenido de
humedad se realizaron de acuerdo a la Ecuacion (2), donde H es humedad (%), PCMH
es peso de la caja mas muestra humeda (g), PCMS es peso de la caja mas muestra seca

(9) y PM es peso de la muestra (g) (Salinas y VVazquez, 2006).

x 100

— 2
%H:(PCMH PCMS] )

2.4.3 Color en masa y tortilla

Para la medicién de color, se utilizdé un colorimetro Hunter Lab (Mini Scan XE Plus 45/
0-L) en escala CieLab (L*, a*, b*). Con los valores de a* y b* se calcularon los
parametros de angulo de tono (Hue; h*) y saturacion del color (Croma; C*) con base en
las Ecuaciones (3) y (4), en tanto que el valor de L* se tom6 como luminosidad

(McGuire, 1992).
*=Tan™ (b*/a¥) )

C*=./(a%) + (b%)’ 4

2.4.4 Variables de composicién fendlica en las tortillas

2.4.4.1 Obtencion de los extractos fendlicos. Se pesé 1.0 g de muestra de harina de
tortilla en un matraz Erlenmeyer a la cual se agregaron 20 mL de disolvente (metanol
acidificado al 1 % con acido trifluoroacético (TFA, Sigma-Aldrich Chemicals). Se

aplicd agitacion y se cubrié la boquilla del matraz con Parafilm. La muestra fue
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sometida a otra agitacion en un bafio sonicador (Brason 2510) durante 15 min.
Posteriormente, se aplico refrigeracion durante 1 h con 45 min, para completar 2 h de
extraccion. Una vez concluido el tiempo de extraccion se decantd el sobrenadante del
matraz, se centrifugd durante 15 min a 2862 x g, se filtrd con papel Whatman No 4 y se
aforé a 20 mL con el disolvente de extraccion. Finalmente, los extractos se guardaron en
congelacion para la cuantificacion de antocianinas y fenoles solubles totales (Abdel-Aal
et al., 1999, con adaptacion de Salinas et al., 2005).

2.4.4.2 Cuantificacion de antocianinas. Al extracto de antocianinas obtenido en el
punto anterior se le determin6 absorbancia en un espectrofotometro (Perkin Elmer
Lambda 25 UV/Vis), a dos longitudes de onda, 530 y 700 nm. Esta ultima se utiliz6 para
corregir la lectura de la muestra por presencia de turbidez. La calibracién del equipo se
realizo con el mismo disolvente de extraccion. Para los calculos de la concentracion de
antocianinas se elabor6 una curva patron con cianidina-3-glucosido (Polyphenols, NW).
Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de cianidina 3-glucésido
/kilogramos de materia seca (mg ECG kg de MS).

2.4.4.3 Cuantificacion de fenoles solubles totales (FST). La cuantificacion de FST se
realizd mediante el método de Folin Ciocalteu, descrito por Singlenton y Rossi (1965)
Se tomaron 100 uL del extracto obtenido para cuantificar antocianinas, se afiadieron 125
uL del reactivo Folin Ciocalteu 1 N, se aplicé agitacion y se dej6 reaccionar durante 6
min. Posteriormente se agregaron 1250 pL de carbonato de sodio (Na.CO3) al 19 %
(p/v) y se aford a 3 mL con agua destilada. En seguida se agitd en un equipo vortex y se
dejoé reposar a temperatura ambiente en condiciones de oscuridad durante 90 min.
Después se aplico centrifugacion a 34622 x g durante 15 min. Finalmente, se midi6 la

absorbancia de las muestras en un espectrofotometro (Perkin ElImer Lambda 25 UV/Vis)
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a una longitud de onda de 760 nm. Se elabord una curva patron a partir de acido gélico a
concentraciones de 20, 40, 60 y 100 ppm. Los resultados se expresaron en mg

equivalentes de cido galico (EAG) por kg de muestra seca (mg EAG 100 g de MS).

2.4.5 Actividad antioxidante

2.4.5.1 Método ABTS. Se realizé de acuerdo al criterio descrito por Re et al. (1999). Se
prepard una solucion de 7 mM de ABTS en agua destilada a la que se Ilamé solucion A,
y otra de persulfato de potasio 2.45 mM a la que se llamo solucién B. Posteriormente, se
mezclaron en proporcion 1:0.5 (solucidon A: solucion B). La mezcla se dejo reposar
durante 16 h en oscuridad a temperatura ambiente para permitir la generacion de radical
libre, a la cual se llamo solucidn stock, que fue diluida en una solucion buffer de fosfatos
75 mM (PBS; pH=7.4) hasta obtener una absorbancia de 0.70 £ 0.02 a una longitud de
onda de 734 nm, a la que se denomino solucion de trabajo.

Para obtener la capacidad antioxidante de los extractos se tomaron 200 pL y se
colocaron en la celda de cuarzo. Después se agregaron 2800 pL de la solucién de
trabajo, agitdndose vigorosamente. Se midié la absorbancia cada minuto durante el
desarrollo de la reaccion hasta los 6 min, y posteriormente cada 5 min hasta completar
30 min. El porcentaje de reduccion se calcul6d con la Ecuacion (5), donde ABT Sbianco=
Absorbancia del blanco (200 pL de BPS y 2800 pL de la solucion de trabajo a 734
nm).y Absmuestra t= Valor de la absorbancia de la muestra al tiempo t. Se elabord una
curva patron con Trolox. Los resultados se expresaron en micromoles Equivalentes de

Trolox/gramo de muestra seca (umoles ET g de MS).
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blanco ~ ABTS (5)

% ABTS ABTS

muestra, t j % 100

reducido
blanco

[ ABTS

2.5 Andlisis estadistico de los datos
El experimento se condujo de acuerdo a un disefio completamente al azar con cuatro
tratamientos (TT, TA, TAM, TAA). Se aplicd un analisis de varianza y rutinas de
comparacion de medias de tratamientos (Tukey, 0.05), lo cual se realiz6 con apoyo del

programa SAS (SAS Institute Inc., 2005).

3 Resultados y discusién
3.1 Condiciones de pH en nixtamalizacion, reposo, molienda y amasado

El pH se modificd entre las distintas etapas, de forma que los tratamientos TT, TA,

TAM y TAA se basaron en el manejo mostrado en la Figura 5.

14
12 1
10 1
I
o TT
81 TAA
A 2 1AM
6 -
TA
4 T T T T
Cocimiento Reposo Molienda Amasado

Etapas de nixtamalizacion

Figura 5. Variacion del pH en los tratamientos TT, TA, TAM y TAA para la

nixtamalizacion de maiz azul y elaboracion de tortilla
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Derivado de este manejo, la masa obtenida en los tratamientos TT, TA, TAM y TAA fue
de 8.19, 5.96, 7.06 y 7.46, respectivamente, con diferencia significativa (P < 0.05) entre
ellos (diferencia significativa honesta, DSH, igual a 0.025; Cuadro 4). El valor de pH del
tratamiento TT fue resultado de las condiciones de pH alcalino que prevalecen en la
nixtamalizacion tradicional (pH=13.1), en tanto que los valores de pH en los
tratamientos TAM, TAA fueron consecuencia de la adicion de solucion de Oxido de
calcio al 2 % durante la molienda o acondicionado de la masa. Trabajos de Bello-Pérez
et al. (2002) y Flores-Farias et al. (2002) reportan valores de pH en harinas
nixtamalizadas entre 6.5 y 7.3, en tanto que en el presente trabajo fue de 7.2. Por otro
lado, se acepto que el pH de las tortillas elaboradas para cada tratamiento tuvo valores

similares a los mencionados.

3.2 Humedad de nixtamal, masa y tortilla

La humedad del nixtamal vario entre 34.8 y 38.1 %, con mayor valor en el tratamiento
testigo. Estos valores estuvieron dentro del rango de variacion establecido por la norma
NMX-034 (2002b), aunque fueron menores a los reportados por Bedolla y Rooney
(1982), quienes concluyeron que la masa resultante de un nixtamal con humedad entre
48 y 50 % tiene una textura 6ptima para su procesamiento mecanico.

La humedad en masa fue de 56.99, 57.13, 58.36 y 56.88 % para los tratamientos TT,
TA, TAM y TAA, respectivamente, siendo el valor de TAM significativamente distinto
(P <0.05) al de los otros tres (Cuadro 4; DSH = 0.252 %), lo que puede sugerir que la
variacion del pH antes de la molienda hacia una condicion menos acida puede ayudar a
retener mayor humedad en la masa. De acuerdo por Arambula-Villa et al. (2000), en una

masa de maiz de buena calidad para elaboracién de tortillas, la humedad debe oscilar
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entre 50 y 58 %, rango en el cual estdn comprendidos los valores de los tratamientos

evaluados. Sin embargo, la estructura de variacion de la humedad de masa no se reflejo

en la humedad de la tortilla, ya que los valores en este caso fueron de 40.36, 36.92,

35.12 y 39.92 %, para el mismo orden de tratamientos, respectivamente, sin diferencia

significativa entre ellos (Cuadro 4, DSH = 7.58 %). No obstante, los resultados

obtenidos estuvieron dentro de la variacion entre 37.7 y 46.0 % reportada por varios

autores (Antuna-Grijalva et al., 2008; Salinas-Moreno et al., 2010b). Una menor

humedad en la tortilla podria afectar la textura, es decir, que tendrian mayor dureza.

Cuadro 4. Andlisis de varianza de parametros de pH en masa, y color, humedad y

composicion fenolica en masa y tortilla de maiz azul/morado raza Chalquefio

Variable Objeto gl Fealc R? C.V.
pH Masa 3 46579.9*  0.999 0.085
Humedad Masa 3 248.4* 0.995 0.108
Tortilla 3 2.1ns 0.436 7.636
Luminosidad (L*) Masa 3 235.44*  0.972 1.058
Tortilla 3 78.78 * 0.922 1.790
Angulo de tono (H*) Masa 3 69.26 * 0.912 7.671
Tortilla 3 13215 * 0.999 0.701
Cromaticidad (C*) Masa 3 193.06 *  0.967 2.294
Tortilla 3 361.55*  0.982 5.244
FST Tortilla 3 126.50*  0.990 2.530
AT Tortilla 3 400.30 *  0.997 1.549
AA Tortilla 3 26.67 * 0.970 5.631

gl: grados de libertad; Fcac: valor de F calculado; R?: coeficiente de determinacion del
ajuste con el modelo lineal estadistico; C.V.: coeficiente de variacion (%); FST:
contenido de fenoles solubles totales; AT: contenido de antocianinas totales; AA:
actividad antioxidante; *: efecto significativo de tratamientos a (P < 0.05); ns: efecto no

significativo de tratamientos a (P < 0.05).
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3.3 Color de masa y tortilla
El analisis estadistico mostré que hubo significancia entre el efecto causado por los
distintos tratamientos (TT, TA, TAM y TAA) sobre los tres atributos de color,
luminosidad, angulo de tono o hue y cromaticidad o croma (Cuadro 5). En cuanto a la
luminosidad (L*), que indica brillantez de color, presentd un mayor valor en el
tratamiento &cido (TA), mientras que los tratamientos TAM y TAA causaron valores

iguales (P>0.05) y mayores a los obtenidos con el tratamiento TT.

Cuadro 5. Color en masa y tortilla de maiz Chalquefio con grano azul/morado.

Tratam. Masa Tortilla
L* H* C* L* h* C*
TT 50.10c*> 201.97b 5.30a 4288 ¢c 19295¢c 2.77b

(£04) (£12) (201) (*0.7)  (£14)  (x0.1)

TA 58.87a 32677a 547a  50.23a 35263a 4.42a
(£06) (£21) (£01) (202) (£08)  (£0.3)

TAM 53.80b 208.60b 4.88b  4653b  212.88b 230c
(£09)  (£359) (202) (£05) (£24) (x0.1)

TAA 5422b  202.97b 4.03c  4605b  189.00d 1.77d
(£02) (£17) (201) (£09) (£1.6) (x0.1)

DSH? 0.927 29.13 0.183 1.343 2.682 0.238

“: L= luminosidad (%); h=hue o angulo de tono (°); C=croma o indice de saturacion de
color'DSH: Diferencia significativa honesta (Tukey, 0.05). 2Letras diferentes indican
diferencia significativa entre valores de una misma columna. Los valores entre
parentesis corresponden a desviacion estandar.

El &ngulo de tono (Hue), mostré el valor méas alto en el tratamiento TA y fue

estadisticamente diferente (P<0.05) al resto de tratamientos (Cuadro 5). De acuerdo con
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el valor de esta variable en el TA (326.8+1.2°), el tono de color fue rojizo, en tanto que
en el resto de tratamientos los valores mostrados correspondieron a un tono verde
azuloso. La cromaticidad o croma, que es un parametro que mide el nivel de saturacion
de un color, en donde valores elevados son colores puros y valores bajos son colores
mate o de menor pureza, mostré valores mas altos en los tratamientos TT y TA y éstos
fueron estadisticamente iguales (P>0.05), en tanto que los tratamientos TAM y TAA
causaron valores bajos y fueron diferentes entre si (Cuadro 5). La incorporacion de la
solucién alcalina durante la molienda o acondicionado de la masa (TAM, TAA),

permitié que su color fuera similar al de la masa del TT.

B
é: o

Figura 6. Fotografias digitales de las tortillas de maiz azul/morado raza Chalquefio

obtenidas con diferentes tratamientos de nixtamalizacion y acondicionado de masa.

En tortillas, la mayor luminosidad (L*) se presentd en las del tratamiento TA y éstas

fueron estadisticamente diferente (P<0.05) a las de las tortillas de los demas tratamientos
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(Cuadro 5). Lo mismo ocurrié con los valores de angulo de tono o Hue y croma de las
tortillas del tratamiento TA, que fueron diferentes a los de los tratamientos TT, TAM y
TAA (P < 0.05). En la Figura 6 se puede observar a las tortillas de los cuatro
tratamientos; en la cual se aprecia el color rojizo-morado en aquéllas obtenidas con el
tratamiento TA. El parametro Hue, que corresponde al tono de color y a través del cual
se puede distinguir entre rojo (0 y 360°), amarillo (90°), verde (180°) y azul (270°), es
de las variables de color que mayor asociacion tiene con la apreciacién visual (Jha,
2010). En las tortillas del tratamiento TA se pudo apreciar un tono rojizo, acorde con su
valor de Hue (352.6+0.8°), en tanto que las tortillas de los tratamientos TT, TAM y TAA
fueron de un tono verde azuloso correspondientes a valores cercanos a 200°. La Figura 7
muestra el plano de Hue, en el que se han colocado los tratamientos en reposo medio

acido (TA, TAM, TAA) y alcalino (TT).

TT: Hue=192.9
Croma=2.8 t =

TAM: Hue=212.9+ s mna
Croma=2.3 T anan

Y TA: Hue= 352.6

TAA: Hue=189.0 nies Croma= 4.4
Croma=1.8

180° o
Gr:gn <0 ~ Red

Figure 11: CIELAB color chart ;TI;I‘E
e e
Figura 7. Representacion grafica de los parametros Hue y Croma de las tortillas

obtenidas con diferentes tratamientos de nixtamalizacion y acondicionado de masa.
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Los valores obtenidos en las tortillas del tratamiento &cido (TA) fueron similares a lo
informado por Del Pozo-Insfran et al. (2007), quienes reportan en tortillas de maiz azul,
cuyo nixtamal se repos6 en medio &cido, valores de Hue entre 338.9° y 345.5°, mientras
que para croma los valores oscilan entre 7.6 y 8.8.

Las antocianinas son compuestos cuya estructura quimica se modifica por efecto del pH
y con ello su color. A pH &cido el color caracteristico es rojo, en tanto que a pH alcalino
el color que prevalece es azul/morado (Brouillard, 1982). Este comportamiento
caracteristico de las antocianinas es el que se observo en los tratamientos de

nixtamalizacion con reposo alcalino y acido.

3.4 Composicion fendlica en tortilla

La aplicacion de tratamientos con distinto manejo del pH causo significancia en el efecto
diferencial de los tratamientos aplicados (Cuadro 4). El mayor contenido de antocianinas
totales (AT) correspondio a las tortillas del tratamiento TA y fue estadisticamente
diferente (P<0.05) al resto. Las tortillas de los tratamientos TAM y TAA no presentaron
diferencias; sin embargo, sus valores de AT fueron superiores a las del tratamiento TT,
que presentaron los valores mas bajos. En cuanto a los fenoles solubles totales (FST), las
tortillas de los tratamientos TA, TAM, y TAA, cuyo nixtamal se reposé en pH acido,
presentaron valores mayores (P<0.05) que las del tratamiento TT (Cuadro 6).

El reposo del nixtamal en medio &cido redujo la pérdida de antocianinas, pues el
contenido de estos compuestos en las tortillas de los distintos tratamientos (TA, TAM y
TAA) fue entre 57.4 y 72.2 % mayor en relacion a las del tratamiento testigo TT. Los
FST, dentro de los cuales se hallan las antocianinas, mostraron un patrén similar. En este

caso, el contenido fue entre 54.7 y 60.7 % superior en las tortillas obtenidas de nixtamal

37



con reposo en medio acido. ElI mayor contenido de antocianinas en los tratamientos TA,
TAM y TAA se debi6 al pH acido durante el reposo, condicion que favorece la
estabilidad de las antocianinas (Fossen et al., 1998).

El alto contenido de FST en las tortillas de los tratamientos acidos, se presume debido a
la aplicacion del tratamiento alcalino-acido, al cual fue sometido el grano de maiz. La
hidrolisis alcalina que sufren las diferentes estructuras del grano durante el cocimiento
en medio alcalino, induce la liberacion de la mayoria de los compuestos fendlicos
esterificados a la hemicelulosa del pericarpio (Gonzalez et al., 2004). El tratamiento
acido podria aumentar esta hidrdlisis (Del Pozo-Insfran et al., 2006) y favorecer una

mayor liberacion de acidos fenolicos , especialmente el acido feralico (Saha, 2003).

Cuadro 6. Contenido de antocianinas totales y fenoles solubles totales en tortillas de

maiz azul/morado preparadas con distintos manejos de pH.

Tratamientos Antocianinas Fenoles Solubles Totales
(mg ECG kg de MS) (mg EAG kg de MS)
TT 217.9 + 3.4¢? 674.0+11.7b
TA 375.3+53a 10429+ 179a
TAM 343.0+£550D 1054.4 + 43.6 a
TAA 350.0+55h 1083.4+t4.1a
DHS! 20.28 99.25

!DSH: Diferencia significativa honesta (Tukey, 0.05). 2Letras diferentes indican
diferencia significativa entre valores de una misma columna. Los valores entre
parentesis corresponden a desviacion estandar.

El contenido de antocianinas totales (AT) en las tortillas de maiz de grano azul/morado
del tratamiento testigo TT, fue considerablemente mayor a lo informado por De la Parra

et al. (2007), quienes reportaron 38.1 mg ECG kg de MS y también moderadamente
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mayor a lo reportado por Mora-Rochin et al. (2010), que fue de 138.0 mg ECG kg™ de
MS. El contenido de FST en las tortillas de todos los tratamientos también fue superior a
valores entre 135y 280 mg EAG kg MS, informados por autores como Mora-Rochin et

al. (2011) para tortillas de maiz azul.

3.5 Actividad antioxidante de tortillas
La AA de las tortillas de los tratamientos de nixtamalizacién, en los que el reposo del
nixtamal ser realizO en medio acido fue entre 64.7 y 74.3 % superior a las del
tratamientos testigo TT, cuyo reposo fue en medio alcalino (Figura 8). La mayor AA en
las tortillas de los tratamientos TA, TAM y TAA se atribuye al mayor contenido de
antocianinas y fenoles solubles totales logrado con el reposo del nixtamal en medio

acido.

25

20 +

Actividad Antioxidante
(Mmoles ET/g de MS)

TT TA TAM TAA
Tortillas

Figura 8. Actividad antioxidante por ABTS en las tortillas obtenidas de los distintos

tratamientos de nixtamalizacion.

La actividad antioxidante (AA) de las tortillas se atribuye principalmente a los

compuestos fendlicos presentes en el grano de maiz, que en los granos azul/morados son
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principalmente antocianinas y acidos fenolicos (Salinas et al., 1999; Del Pozo-Insfran et
al., 2006). De estos fenolicos, las antocianinas son antioxidantes mas potentes que los
acidos fendlicos (Rice-Evans et al., 1997), pero se hallan en menor proporcion que los
acidos fendlicos en la fraccion de FST.

En las tortillas bajo estudio, la proporcion de antocianinas en la fraccion de FST fue
32.3, 36.0, 32.5y 32.3 %, para los tratamientos TT, TA, TAM y TAA, en ese orden, de
manera que la mayor AA de las tortillas de los tratamientos TA, TAM y TAA con

relacion a las del TT se debe a los acidos fenolicos.

4. Conclusiones
El reposo en medio acido condujo a tener una menor humedad en el nixtamal. Sin
embargo, la humedad de la masa en los distintos tratamientos no se vio afectada, aunque
si la de las tortillas. EI pH de la masa obtenida del tratamiento TA se logré ajustar a un
valor cercano al TT agregando una solucién de 6xido de calcio al 2 % durante el proceso
de la molienda o bien acondicionando la masa. De acuerdo con los resultados de color
en masa Yy tortillas, los tratamientos TAM y TAA permiten reducir la pérdida de
antocianinas, y obtener masa y tortillas con un color similar a las del tratamiento testigo.
Sin embargo el TAM mostré una mejor homogeneidad de la masa en color. Aplicando el
método de nixtamalizacion desarrollado, con reposo &cido se redujo la pérdida de
antocianinas entre un 57.4 y 72.2 % en relacion a las del TT. Los fenoles solubles totales
mostraron un comportamiento similar. Una mayor retencion de antocianinas se traduce

en una mayor actividad antioxidante de la tortilla.
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V. FORMULACION DE TORTILLA NUTRACEUTICA A PARTIR DE MAIZ

DE GRANO AZUL Y VIDA DE ANAQUEL
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FORMULACION DE TORTILLA NUTRACEUTICA A PARTIR DE MAIZ DE
GRANO AZUL Y VIDA DE ANAQUEL

FORMULATION OF NUTRACEUTICAL TORTILLA OBTAINDED FROM
CORN OF BLUE GRAIN AND SHELF LIFE

Cafarejo-Antamba, M., Y. Salinas-Moreno., S. Valle-Guadarrama., E. Aguirre-
Mandujano

RESUMEN

El maiz de grano azul tiene elevado contenido
de antocianinas, que se pierden en proporcion
importante, al ser transformado en tortillas,
por el pH alcalino del proceso. El objetivo del
trabajo  fue desarrollar una tortilla
nutracéutica con alto contenido de
antocianinas, a través de la optimizacion del
método de nixtamalizacion y la adicion de
pericarpio de grano. Se utiliz6 maiz de la raza
Chalquefio y una mezcla 70:30 de éste con
maiz de la raza Bolita. En ambos se evalud la
produccion de tortillas usando
nixtamalizacion tradicional y en condicién
modificada con reposo é&cido (pH 5.1),
molienda alcalina (pH 7.5) y la adicion de 3
% de pericarpio de maiz de la raza Elotes
Conico, lo que caus6 incremento de
contenido de antocianinas en un 58%, de
fenoles solubles totales en un 68 %, actividad
antioxidante en un 97 %, indice de hidrolisis
en un 92 % y prediccion de indice glicemico
en 87 %, con similares atributos de color y
textura que el tratamiento testigo, y también
con bajos niveles de desarrollo microbiano.

Palabras clave: bioactivos,
nixtamalizacion, formulacion, indice
glucémico.

ABSTRACT

The corn of blue grain has an elevated
content of anthocyanins, which are lost in a
great amount, during its processing into
tortillas, due to the alkaline pH used. The
objective was to develop a nutraceutical
tortilla with high content of anthocyanins,
through  the  optimization of the
nixtamalization method and the addition of
pericarp of grain. Corn of the race
Chalguefio was used and also a 70:30
mixture of Chalquefio and Bolita corn
races. In both cases the tortilla production
was evaluated using traditional
nixtamalization and a process at modified
conditions with acid resting (pH 5.1),
alkaline milling (pH 7.5), and the addition
of 3 % of pericarp from Elotes Conico
corn, which caused increased of contents of
anthocyanins (58 %), total soluble phenols
(68 %), antioxidant activity (97 %),
hydrolysis index (92 %), and prediction of
glycemic index (87 %), with similar
features of color, texture and shelf life to
tortillas obtained without the addition of
pericarp, and also with low levels of
microbiological development.

bioactive, nixtamalization
glycemic index.

Key words:
formulation,

42



1 Introduccién
La demanda creciente y el interés acentuado de los consumidores en la optimizacion de

los beneficios de la salud a través de la ingesta de alimentos, han generado una rapida
expansion de los alimentos funcionales en el mercado (Mazza, 2002). Los alimentos
funcionales son productos de origen vegetal o animal, que proporcionan un beneficio
para la salud, mas alla de la nutricion basica, e incluyen a los productos nutracéuticos.
Un producto nutracéutico es aquél que pueda tener la consideracién de alimento, o parte
de él, que proporciona una forma concentrada de un agente bioactivo y un efecto
positivo a la salud (Alvidrez-Morales et al., 2002). Estados Unidos es el mas importante
productor y consumidor de alimentos funcionales, seguido de Japdn, Alemania, Francia
y el Reino Unido (Cortés et al., 2005).

Las antocianinas son de interés particular para la industria de alimentos, no s6lo por su
capacidad de impartir colores a productos alimenticios, sino también por su implicacion
en la salud humana a través de las propiedades funcionales, de su potencial como
ingrediente alimenticio y de su impacto sobre la salud (Aguilera-Ortiz et al., 2011). La
ingesta de antocianinas en los seres humanos se estima en el rango de 180-215 mg/dia
en los Estados Unidos (De Pascual-Teresa et al., 2008) y se estd incrementando de
manera significativa debido a que los alimentos con alto contenido de antocianinas estan

mas disponibles comercialmente hoy en dia (Aguilera-Ortiz et al., 2011).

Diversos materiales conteniendo antocianinas estan siendo incorporados a productos
alimenticios, como el maiz pigmentado para la elaboracion de tortillas azules. Las
tortillas azules, por su contenido de antocianinas y fenoles, resultan ser productos

funcionales con un buen potencial para el mercado (Serna-Saldivar et al., 2013). En
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México, las tortillas son el alimento basico de la dieta diaria, su consumo diario per
capita es de 155.4 g en las zonas urbanas y hasta 217.9 g en las zonas rurales
(Fernandez-Suarez et al., 2013). La tortilla azul, ademas de su color y sabor diferente,
posee un contenido de antioxidantes ligeramente mayor que la tortilla blanca, con
valores entre 12-18 pmoles equivalente de Trolox (ET)/g de materia seca (MS) para
tortilla azul comdn y valores entre 8-10 pmoles ET g MS para tortilla blanca (Del
Pozo-Insfran et al., 2006; De al Parra et al., 2007; Mora-Rochin et al., 2010; Lopez-
Martinez et al., 2011), y algunos reportes sefialan que el indice glucémico en la tortilla
azul es inferior a la tortilla blanca (Hernandez-Uribe et al., 2007). Esta investigacion
tuvo como objetivo formular una tortilla azul nutraceutica a partir de maiz azul/morado
y fracciones de grano rojo y determinar la estabilidad de los bioactivos (antocianinas y

fenoles) durante la vida de anaquel de la tortilla formulada.

2 Materiales y metodos
2.1 Material de estudio

Se utilizé una poblacién de maiz de la raza Chalquefio con grano azul/morado, la
variedad VC-42 de la raza Bolita, también de grano azul/morado y pericarpio de maiz
rojo magenta de la raza Elotes Conico como ingrediente enriquecedor de antioxidantes.
Las muestras provinieron del Distrito Federal, Oaxaca y Tlaxcala, respectivamente.

Como testigo para contenido de antioxidantes se utilizé maiz blanco (Hibrido H-40).

2.2 Organizacion experimental

2.2.1 Nixtamalizacion de muestras
Se utilizaron lotes de 1 kg de maiz limpio de las razas Chalquefio y Bolita y 250 g del

Hibrido H-40, que se nixtamalizaron con 6xido de calcio en concentracion de 0.7 %. Se
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aplicaron tiempos de coccidn de 25 min para Chalquefio, 40 min para Bolita y 35 min
para H-40. El tiempo de coccidn se determino con base en el indice de flotacion, segun
el criterio descrito por Salinas y Vazquez (2006). El grano nixtamalizado se reposo
durante 12 h a temperatura ambiente. Al final de esta fase el nixtamal se enjuagé con
agua corriente para eliminar el exceso de cal y residuos del pericarpio solubilizado para
proceder a su molienda en un molino de piedras (Weg MSL1J, México). Este
procedimiento se realizé con las particularidades asignadas a los tratamientos descritas

en el Cuadro 7.

2.2.2 Elaboracion de tratamientos para la formulacion de una tortilla azul
nutracéutica

Se realizd previamente una mezcla de grano nixtamalizado en proporcion 70:30
(Chalquefio: Bolita), para mejorar las caracteristicas de textura y manejo de la masa
(Cruz-Moreno, 2013). Debido a que los maices poseen diferente dureza, se
nixtamalizaron por separado y se realizd la mezcla de los maices en nixtamal. Los

tratamientos para elaboracion de la tortilla nutracéutica se describen en el Cuadro 7.

2.2.3 Perlado mecanico del grano rojo Elotes Conico para obtener ingrediente rico
en antioxidantes

Se utilizaron muestras de 250 g de grano de maiz rojo con 20 % de humedad, que fueron
colocadas en la maquina perladora (Modelo 6K48GA, EXCELL, MX) durante 30
segundos. Al finalizar el tiempo se retiro el grano perlado de la maquina, y se selecciond
el pericarpio del resto de fracciones del grano con ayuda de cribas N° 5 y 6.
Posteriormente se molié el pericarpio en un molino (Modelo 2775255, Louis Allis

Company, USA) y se almacen0 en bolsas de plastico (Figura 9).
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Cuadro 7. Descripcion de tratamientos para formular una tortilla azul nutracéutica y un

testigo de grano blanco.

Tratamientos

Descripcion

Tl

T2

T3

T4

TS5

T6

Maiz blanco H-40. Proceso de nixtamalizacion, reposo, molienda y
acondicionamiento de la masa realizado en forma tradicional.

Maiz azul/morado raza Chalquefio. Proceso de nixtamalizacion,
reposo, molienda y acondicionamiento de la masa realizado en forma
tradicional.

Mezcla de maices en proporcion 70:30 (Chalquefio: Bolita). Proceso
de nixtamalizacion, reposo, molienda y acondicionamiento de la masa
realizado en forma tradicional.

Mezcla de maices en proporcion 70:30 (Chalquefio: Bolita) con
reposo del nixtamal en medio &cido. La fase de reposo fue en medio
acido (pH=5.1) agregando acido fumarico al 1.2 % con relacién al peso
del grano (6 g/500 g de grano nixtamalizado). Durante la molienda, se
agregaron 10 mL de una solucion de 6xido de calcio al 2 % (p/v).
Finalmente se aplico amasado tradicional.

Mezcla de maices en proporcion 70:30 (Chalquefio: Bolita) proceso
de nixtamalizacion, reposo y molienda tradicional. Durante la molienda
se agrego 3 % de pericarpio de maiz rojo raza Elotes Conicos (9 g/300 g
de mezcla de grano nixtamalizado). El acondicionamiento de la masa
fue en forma tradicional.

Mezcla de maices en proporcion 70:30 (Chalquefio: Bolita) con
reposo del nixtamal en medio &cido. La fase de reposo fue en medio
acido (pH=5.1) agregando acido fumarico al 1.2 % con relacién al peso
del grano (6 9/500 g de grano nixtamalizado). Durante la molienda, se
agregaron 10 mL de una solucién de 6xido de calcio al 2 % (p/v) y 3 %
de pericarpio de maiz rojo raza Elotes Cénicos (9 g/300 g de mezcla de
grano nixtamalizado). El acondicionamiento de la masa fue en forma
tradicional.
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Figura 9. Proceso de perlado del grano de maiz, (a): escarificado del grano; (b):
clasificacion y molienda del pericarpio; (c): pericarpio molido

2.2.4 Elaboracion de tortilla azul nutracéutica

Se elaboraron 10 tortillas de cada tratamiento a partir de 20 g de masa. El laminado de
las tortillas se realizé con una prensa manual, para obtener discos de 11 cm de diametro
con espesor de 2 mm, que se cocieron en una plancha metélica a una temperatura entre
250 y 270 °C. El cocimiento se realizé durante 10 s por una de las caras, se volte6 para
cocer la otra cara durante 15 s, nuevamente un volteo a la primera cara para lograr la
formacion de la ampolla. De cada tratamiento se tomaron cinco tortillas para determinar
color, humedad y textura. Las tortillas restantes de cada tratamiento se cortaron en
pequefios trozos y fueron empacados en papel aluminio para ser liofilizadas en un
equipo Labconco (Modelo 7670520, USA), posteriormente se molieron en un molino
tipo ciclénico IKA (MF 10 Basic, IKA Laboratory equipment, USA) con malla de 0.5

mm. La harina se almacend en sobres de papel manila que se colocaron en un desecador
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para su andlisis inmediato de compuestos fenolicos (antocianinas totales, fenoles
solubles totales) y actividad antioxidante.

2.3 Variables respuesta

2.3.1 Evaluacion de las caracteristicas fisicas de la tortilla azul nutracéutica

2.3.1.1 Humedad. Se pesaron 2 g de muestra de masa en una caja de aluminio a peso
constante y se coloco en una estufa durante 1 h a 130 °C. Transcurrido ese tiempo se
saco la caja y se dejé enfriar en desecador. Por Gltimo, se procedié a determinar el peso
de la caja con la muestra seca. El contenido de humedad se calculé de acuerdo a la
Ecuacion (6), donde H es humedad %, PCMH es peso de la caja mas muestra hiumeda
(9), PCMS es peso de la caja mas muestra seca (g) y PM es peso de la muestra (g)

(Salinas y Vazquez, 2006).

%H= x 100

(PCMH - PCMS] (6)

2.3.1.2 Color. Para la medicion de color se utiliz6 un colorimetro Hunter Lab (Mini
Scan XE Plus 45/ 0-L) en escala CieLab (L*, a*, b*). Con los valores de a* y b* se
calcularon los parametros de angulo de tono (Hue; h*) y saturacién del color (Croma,;
C*) con base en las Ecuaciones (7) y (8), en tanto que el valor de L* se tomd como

luminosidad (McGuire, 1992).

*=Tan™(b*/a*) (7)

C*=/(a%)? + (b*)? 8)
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2.3.1.3 Textura. La textura se obtuvo con un Texturometro Brookfield® CT3
(Middleboro, MA, USA), equipado con una celda de carga de 25 kg. Se coloco la tortilla
entre dos placas metalicas y fue perforada por una sonda con terminacion en esfera
metalica de diametro de % pulgada que se desplazo a una velocidad de 1 mm/s. La
dureza se registré6 como la fuerza necesaria para perforar la tortilla, expresada en
unidades de gramos fuerza (gr), en tanto que la deformacion se consideré como la
distancia desde el punto de contacto de la esfera con la superficie de la tortilla hasta su

perforacion, y se consigno en mm.

2.3.2 Determinacion de la composicion quimica y mineral en la tortilla azul
nutracéutica

El andlisis bromatologico se realizé de acuerdo a lo establecido por los métodos 08-01;
30-25 de la AACC (1995) adaptado por Galicia et al. (2012) para cenizas totales y
extracto etéreo respectivamente. El contenido de proteina se basd en un procedimiento
colorimétrico y se usé como referencia el método industrial N° 334-74 desarrollado para
el Autoanalizador Technicon Il (1977). El contenido de fibra dietética soluble e
insoluble se determind segun los métodos de la AOAC (1999) y Englyst et al. (1988). El
contenido de minerales fue determinado por digestion con una mezcla diacida (HCLOA4-
HNO3) (Jones y Case, 1990). El contenido de almidon total se establecio por el método

propuesto por Holm et al. (1986).

2.3.3 Andlisis de la tasa de hidrolisis y prediccién del indice glucémico en la tortilla
azul nutracéutica
El contenido de almiddn disponible se determind segin el método descrito por Holm et

al. (1986). La tasa de digestion de almidon in vitro para la obtencion del indice de
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hidrolisis se realizd segun lo descrito por Granfeldt et al. (1992). La prediccion del

indice glucémico fue en base al método de Granfeldt (1994).

2.3.4 Variables de composicién fendlica en la tortilla azul nutracéutica

2.3.4.1 Obtencion de los extractos fendlicos. Se pes6 1.0 g de muestra de harina de
tortilla en un matraz Erlenmeyer, a la cual se agregaron 20 mL de disolvente (metanol
acidificado al 1 % con acido trifluoroacético (TFA, Sigma-Aldrich Chemicals). Se
aplico agitacion y se cubrio la boquilla del matraz con Parafilm. La muestra fue
sometida a otra agitacion en un bafio sonicador (Brason 2510) durante 15 min.
Posteriormente, se aplico refrigeracion durante 1 h con 45 min, para completar 2 h de
extraccion. Una vez concluido el tiempo de extraccion se decantd el sobrenadante del
matraz, se centrifugd durante 15 min a 2862 x g, se filtrd con papel Whatman No 4 y se
afor6 a 20 mL con el disolvente de extraccion. Finalmente se guardd en congelacién
para la cuantificacion de antocianinas y fenoles solubles totales (Abdel-Aal et al., 1999,
con adaptacion de Salinas et al., 2005).

2.3.4.2 Cuantificacion de antocianinas. Al extracto de antocianinas obtenido en el
punto anterior se le determin6 absorbancia en un espectrofotometro (Perkin Elmer
Lambda 25 UV/Vis), a dos longitudes de onda, 530 y 700 nm. Esta ultima se utiliz6 para
corregir la lectura de la muestra por presencia de turbidez. La calibracién del equipo se
realizd con el mismo disolvente de extraccion. Para los calculos de la concentracion de
antocianinas se elabord una curva patrén con cianidina-3-glucésido (Polyphenols, NW).
Los resultados se expresaron en mg equivalentes de cianidina 3-gluc6sido/100 gramos

materia seca (mg ECG 100 g * de MS).
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2.3.4.3 Cuantificacion de fenoles solubles totales (FST). La cuantificacion de FST se
realizd mediante el método de Folin Ciocalteu descrito por Singlenton y Rossi (1965).
Se tomaron 100 uL del extracto obtenido para cuantificar antocianinas, se afiadieron 125
uL del reactivo Folin Ciocalteu 1 N, se aplicé agitacion y se dejo reaccionar durante 6
min. Posteriormente se agregaron 1250 uL de carbonato de sodio (Na2COs) al 19 %
(p/v) y se afor6 a 3 mL con agua destilada. En seguida se agito en un vortex (Vortex-2
Gene, scientific Industries, USA) y se dejo reposar a temperatura ambiente en
condiciones de oscuridad durante 90 min. Después se aplicd centrifugacion a 34622 x g
durante 15 min. Finalmente se midié la absorbancia de las muestras en un
espectrofotometro (Perkin EImer Lambda 25 UV/Vis) a una longitud de onda de 760 nm.
Se elabor6 una curva patron a partir de &cido galico a concentraciones de 20, 40, 60 y
100 ppm. Los resultados se expresaron en mg equivalentes de acido galico por 100

gramos de muestra seca (mg EAG 100 g ! de MS).

2.3.5 Actividad antioxidante

2.3.5.1 Método ABTS. Se realizd de acuerdo al criterio descrito por Re et al. (1999). Se
prepard una solucion 7 mM de ABTS en agua destilada a la que se llamo solucion A, y
otra de persulfato de potasio 2.45 mM, a la que se llamd solucion B. Posteriormente, se
mezclaron en proporcion 1:0.5 (solucion A: solucion B). La mezcla se dejo reposar
durante 16 h en oscuridad a temperatura ambiente para permitir la generacién de radical
libre, a la cual se llamo solucidn stock, que fue diluida en una solucion buffer de fosfatos
75 mM (PBS; pH=7.4) hasta obtener una absorbancia de 0.70 £ 0.02 a una longitud de

onda de 734 nm, a la que se denomino solucion de trabajo.
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Para obtener la capacidad antioxidante de los extractos se tomaron 200 pL y se
colocaron en la celda de cuarzo; después se agregaron 2800 pL de la solucion de trabajo,
agitandose vigorosamente. Se midié la absorbancia cada minuto durante el desarrollo de
la reaccion hasta los 6 min, y posteriormente cada 5 min hasta completar 30 min. El
porcentaje de reduccion se calculé con la Ecuacion (9), donde ABTShianco €S la
Absorbancia del blanco (200 pL de BPS y 2800 pL de la solucion de trabajo a 734
nm).y ABTSmuestrat €S €l valor de la absorbancia de la muestra al tiempo t. Se elaboré una
curva patron con Trolox. Los resultados se expresaron en micromoles Equivalentes de

Trolox/gramo de muestra seca (umoles ET g de MS).

blanco ABTS (9)

ABTS

% ABTS

reducido —

ABTS muestra, t
=[x 100

blanco

2.3.5.2 Método ORAC. La determinacion de la capacidad antioxidante por el método de
Capacidad de Absorbancia de Radicales Oxigeno (Oxygen Radical Absorbance
Capacity, ORAC), comunmente se emplea para compuestos hidrofilicos y lipofilicos
(Cao et al.; 1993; Ou et al., 2001). Se transfirié una alicuota de 20 pL de extracto a una
placa oscura de 96 pozos de fondo plano junto con 5 pL de buffer y 360 pL de
fluoresceina 48 nM (Sigma, St. Louis, MO). Las muestras se incubaron 30 segundos y la
fluorescencia inicial se registrd. La placa se leyd en un lector de microplatos (Synergy
HT, Biotek instrument) y por medio de un autodispensador del equipo se inicié la
reaccion al agregar AAPH (2-2°-Azobis amidinopropano, generador de radicales libres)
por medio del autodispensador. La fluorescencia se monitoreé durante 3 horas en

intervalos de 1 minuto a 37 °C. La longitud de onda de excitacion y emision fueron de
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485 nm de excitacion y 530 nm, respectivamente. Los datos fueron expresados en
micromoles Equivalentes de Trolox/gramo de muestra seca (umoles ET g * de MS).
2.4 Determinacion de vida de anaquel

De los tratamientos presentados en el Cuadro 7, se seleccionaron el T2, T5y T6, en base
a criterios de comparacion (formulacion y metodo de nixtamalizacion). Se elaboraron
tortillas suficientes para realizar su empacado al vacio en bolsas de plastico de alta
barrera y atmosferas modificadas (30 % CO2 y 70 % N). Se almaceno por 15 dias a una
temperatura de 5 °C, y cada 5 dias, se tomo6 una muestra para monitorear las variables de
contenido de fendlicos y actividad antioxidante. También se realizaron analisis
microbiologicos, los cuales consistieron en cuenta mesofilica viable, coliformes totales y
cuenta de levaduras y hongos

La cuantificacion de coliformes totales, bacterias coliformes, hongos y levaduras, se
determind con base en los métodos descritos en la NOM-111-SSAL; NOM-112-SSAl y

NOM-113-SSA1, respectivamente, de la Norma Mexicana de Alimentos (1994).

2.5 Analisis de datos

El experimento se condujo de acuerdo a un disefio completamente al azar con seis
tratamientos. Se aplicaron rutinas de comparacion de medias de tratamientos (Tukey,
0.05) lo cual se hizo con apoyo del programa SAS (SAS Intitute incoporation Inc.,
2005).

Para la fase de evaluacion de vida de anaquel, se consideraron sélo los tratamientos T2,
T5y T6, y se utiliz6 un disefio de blogues completamente al azar con tres tratamientos,
donde las evaluaciones en el tiempo constituyeron la fuente de bloqueo. Se realizaron

analisis de varianza y rutinas de comparacion de medias de tratamientos (Tukey, 0.05)
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con apoyo del programa SAS (SAS Intitute incoporation Inc., 2005). El efecto tanto de
tratamientos (T) como del tiempo (®), se determind con base en el error del efecto de
interaccion T x @,

3 Resultados y discusion

3.1 Caracteristicas fisicas de humedad y color en tortilla
El analisis estadistico mostré que hubo significancia entre el efecto causado por los
tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5, T6) sobre el contenido de humedad y los tres atributos
de color, luminosidad, angulo de tono y cromaticidad (Cuadro 8). El contenido de
humedad fue mayor en las tortillas del T2 y diferente (P<0.05) a las tortillas del T1. En
tanto que, en las tortillas del T3 el contenido fue menor que las del T2, lo cual
probablemente se debe a que la mezcla de maices con textura diferente afecto al
contenido de humedad. Los tratamientos T3 y T4 no presentaron diferencias (P>0.05)
entre ellos, por lo que el método de nixtamalizacion no tuvo efecto en esta variable. Sin
embargo, se aprecio diferencias significativas (P<0.05) de humedad entre los
tratamientos T5 y T6 (Cuadro 9). La mayor humedad en las tortillas testigos (T2) se
podria relacionar con el alto contenido de almiddn total determinado en este tratamiento.
Se han reportado contenidos de humedad entre 37 y 42 % para tortillas recien elaboradas
(Antuna-Grijalva et al., 2008; Vazquez-Carrillo et al., 2010), rango en el cual los
resultados obtenidos estan dentro. El contenido de humedad depende de las condiciones
de coccidn (temperatura y tiempo de coccion), de la humedad de la masa, que a su vez
depende directamente de la humedad del nixtamal y la cantidad de agua que absorbe el

maiz durante la nixtamalizacion (Bello-Pérez et al., 2002).
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Cuadro 8. Analisis de varianza de parametros de color, humedad y textura, composicién

quimica y mineral en tortilla de maiz azul/morado raza Chalquefio.

Variable gl Fealc R? C.V.
Humedad 5 18.58* 0.904 1.965
Luminosidad (L*) 5 932.27* 0.997 1.634
Angulo de tono (H*) 5 9.26* 0.822 17.32
Cromaticidad (C*) 5 2249.61* 0.999 6.102
Textura
Deformacién (mm) 5 3.51ns 0.545 5.489
Fuerza de ruptura (gr) 5 2.86 ns 0.52 26.109
Composicion quimica y mineral
Proteinas 5 38.09* 0.974 1.693
Lipidos 5 1.53 ns 0.749 13.364
Cenizas 5 2.83E+14* 1 4.68E-07
Fibra Dietaria Insoluble 5 6.61 ns 0.771 17.426
Fibra Dietaria Soluble 5 91.8* 0.978 16.532
Lignina Klason 5 39.73* 0.952 13.769
Fibra Dietaria Total 5 27.06* 0.931 10.213
Ca 5 278.01* 0.996 2.287
Fe 5 3.61ns 0.785 0.092
Mn 5 4.69 ns 0.846 12.42
Zn 5 2.37ns 0.745 4,775
Almidén Total 5 2.69 ns 0.736 2.073
Almidén Disponible 5 121.63* 0.99 1.055
indice de Hidrolisis 5 23.61* 0.846 8.271
pIG 5 24.09* 0.849 6.984
Fenoles Solubles Totales 5 358.8* 0.997 2.106
Antocianinas Totales 5 6719.47* 0.999 0.951
ABTS 5 300.62* 0.996 243
ORAC 5 34.36* 0.971 8.02

gl: grados de libertad; Fcac: valor de F calculado; R? coeficiente de determinacion del ajuste con el
modelo lineal estadistico; C.V.: coeficiente de variacion (%); plG: prediccion del indice glucémico; *:
efecto significativo de tratamientos a (P < 0.05); ns: efecto no significativo de tratamientos a (P < 0.05).
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Cuadro 9. Humedad y caracteristicas colorimétricas en tortilla azul con diferente

formulacién y tortilla blanca como contraste.

Color en Tortilla

Tratamientos Hum_edad en

Tortilla (%) L - -

T1 37.8+0.40¢? 748+05la 91.2+035b 19.8+0.40a

T2 426+076a 455+095b 1484+656ab 18+0.17b

T3 39.4+06lbc 455+049b 154.2+330ab 22+0.06b

T4 38.9+0.82bc 450+0.60b 179.1+4269a 0.4+0.10c

T5 409+06lab 39.3+097c 2231+503la 09+047c

T6 375+120c 365+058d 231.4+230a 19+0.06b
DHS! 2.2 2.21 84.12 0.78

*: L= luminosidad (%); h=hue o angulo de tono (°); C=croma o indice de saturacién de color?;
DHS: diferencia honesta significativa; 2 Valores con la misma letra dentro de columnas son
estadisticamente iguales con base a la prueba de Tukey (P<0.05).

En cuanto a los pardmetros de color, los mayores valores de luminosidad (L*) y
cromaticidad (C) se presentaron en el T1, que fue diferente (P<0.05) en estas variables al
resto de los tratamientos. El valor de hue indica un tono amarillo, que al combinarse con
valores de L* y C, revelan el color amarillo cremoso de una tortilla de maiz blanco.
Dentro de las tortillas azules, el color en los tratamientos T2 y T3 fue igual, al no
presentar diferencias estadisticas (P>0.05) en las variables que lo definen, lo que
significa que la mezcla de nixtamal Chalquefio con VC-42 no tuvo efecto sobre esta
variable. Las tortillas de T3 y T4 fueron iguales (P>0.05) en luminosidad y angulo de
tono, pero diferentes en croma (P<0.05), variable cuyo valor fue menor en T4. La
diferencia entre estos dos tratamientos fue el medio &cido al que estuvo sometido el

nixtamal del T4. El tratamiento T4 obtuvo un valor de L* superior y diferente (P<0.05)
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al T6. Los tratamientos T5 y T6 presentaron valores mas bajos y significancia estadistica
(P<0.05) entre ellos, por lo que la adiciéon del ingrediente enriquecedor posiblemente
influy6 negativamente en este parametro.

El valor de Hue fue menor en las tortillas obtenidas del T1, en tanto que en las del resto
de tratamientos fue igual. El pardmetro croma, que mide el nivel de saturacion de un
color, mostré un valor méas alto en el T1 y fue estadisticamente diferente (P<0.05) al
resto de tratamientos. Las tortillas del T3 presentaron un color mas claro que las del T4,
lo cual puede deberse a que el reposo en medio acido influye en la pureza del color. El
valor de croma del T3 fue mayor que T5, mientras que el T4 presentd un valor mas bajo
que el T6. Ademas, el tratamiento T6 fue superior al T5, aunque fue estadisticamente
igual (P>0.05) al testigo (T2). Esto indica que la incorporacion del pericarpio en
nixtamal reposado en medio acido, tiene un efecto positivo sobre la pureza color.

Las tortillas con mayor brillo y mas claras fueron las obtenidas del T1, donde se
tuvieron los mayores valores de L* y Croma y concuerdan con los valores reportados
por Del Pozo-Insfran et al. (2007) para tortillas blancas. De acuerdo con los valores de
Hue observados en las tortillas obtenidas de los T5 y T6, en las cuales se agrego 3 % de
pericarpio de grano rojo, en comparacion con las del tratamiento testigo (T2), y donde se
vio que el color no afecté por la adicién del ingrediente enriquecedor en dichos
tratamientos, las tortillas del T5 presentaron un color de tonalidad (verde azulado)
similar a las del T6 correspondiente a sus valores de Hue, pero fueron ligeramente mas
brillantes y méas oscuras que las del T6, en tanto que las tortillas del T4 mostraron una
tonalidad verde amarillenta y fueron ligeramente mas brillantes y mas oscuras que las de

los TS5y T6.
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Las tortillas testigo (T2) adquirieron un color de tonalidad amarillento y fueron mas
claras que el resto de tratamientos. Los resultados de color obtenidos en tortillas azules
son bajos a lo informado por Del Pozo-Insfran et al. (2007), quienes reportan valores

para Hue de 357.6°y 5.9°, mientras que para croma los valores oscilan entre 6.2 y 8.7.

3.2 Textura en tortillas

No obstante la formulacion de tortilla de cada tratamiento, no se observo diferencia
significativa entre el efecto sobre las caracteristicas de textura, expresadas en
deformacion y fuerza de ruptura (Cuadro 8).

La textura expresada en valores de deformacion y fuerza de ruptura no presentd
diferencias (P>0.05) entre la tortilla blanca (T1) y la tortilla azul (T2) (Cuadro 10). Para
las tortillas azules, unicamente se presentd diferencia estadistica en la variable
deformacion, entre los tratamientos T2 y T4. Las tortillas se deformaron menos que las
de T2, lo que se atribuyé a que el reposo en medio acido al que se sometid el nixtamal
favorecio la pérdida del pericarpio solubilizado. El pericarpio del grano de maiz al ser
solubilizado por el alcali, durante el cocimiento del grano, se trasforman en gomas
naturales que favorecen las caracteristicas de textura de la masa y tortilla (Martinez-
Bustos et al., 2001). En cuanto a la fuerza de ruptura, no se observo diferencias
significativas (P>0.05) entre tratamientos, sin embargo se observé menor valor numérico

en el T4 (Cuadro 10).

Las caracteristicas de textura en las tortillas se ven afectadas por la humedad de la masa,
la cual esta a su vez determinada por la humedad del nixtamal y las condiciones de
molienda, lo que podria explicar los valores bajos del T4 y ligeramente bajos del T6

obtenidos en esta variable. Una mayor fuerza de ruptura se relaciona con una mayor
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resistencia, que se traduce en que la tortilla no se rompa al colocarle encima algun
guisado. Segun los resultados obtenidos de textura, las tortillas del nixtamal reposado en
medio acido podrian ser menos resistentes que las obtenidas de un nixtamal reposado en
medio alcalino. Sin embargo, al agregar el pericarpio del grano rojo durante la molienda
(tratamiento T6) se mejora la textura de la masa, y se obtienen tortillas con mayor

resistencia.

Cuadro 10. Caracteristicas de textura en tortilla azul con diferentes tratamientos de

formulacién y tortilla blanca como contraste.

Textura
Tratamientos

Deformacion (mm) Fuerza (gf)

T1 12.4 + 0.46 ab? 323.7+86.39 a
T2 12.7+0.33a 284.5+64.09 a
T3 125+ 1.23ab 249.0 £66.30 a
T4 11.0+041D 180.0 £52.53 a
15 12.1+0.34 ab 202.5+43.37 a
16 11.6 +£0.34 ab 220.0 £50.46 a
DHS! 1.52 145.93

DHS! = diferencia honesta significativa; ?Valores con la misma letra dentro de columnas
son estadisticamente iguales con base a la prueba de Tukey (P<0.05).

Segun estudios reportados por Vazquez-Carrillo et al. (2010) en tortillas de maices

criollos, valores cercanos de 183.3 g corresponden a tortillas con dureza media y valores

59



superiores a 256.8 g¢ a tortillas duras. Sin embargo, no existen trabajos donde se
respalde estas relaciones con una evaluacion sensorial y que verdaderamente justifiquen

estas caracteristicas de textura.

3.3 Composicion quimica y mineral en tortillas

El analisis estadistico mostréo que no hubo efecto significativo de tratamientos sobre
lipidos, fibra insoluble y composicién mineral, con excepcion del calcio (Cuadro 8).

El mayor (P<0.05) contenido de proteina lo presento la tortilla de maiz de grano blanco
(T1), el menor se observd en la tortilla del tratamiento T2, que es la tortilla azul. Las
tortillas de los tratamientos T3-T6 fueron estadisticamente iguales (P>0.05) y mayores
que en las tortillas de T2. Las diferencias en contenido de proteina entre las tortillas de
Tl y T2 se deben a la dureza del grano empleado en su elaboraciéon. Las del T1
provienen de un grano duro, las de T2 de uno suave, y los maices de grano duro
contienen mayor proteina que los de grano suave (Fox y Manley, 2009). El porcentaje de
lipidos en las tortillas de T1 y T2 fue diferente, en tanto que en las tortillas de T1 y T3,
asi como en las de los tratamientos (T4-T6) el porcentaje fue estadisticamente igual
(P>0.05). El contenido de cenizas fue de mayor valor en el T6 y fue estadisticamente
diferente (P<0.05) al resto de tratamientos (Cuadro 11). La adicion de la solucion de
oxido de calcio durante la molienda del nixtamal con reposo en medio acido en
combinacion con la adicion de la fraccion de pericarpio del grano rojo pudo ser la causa
del mayor contenido de cenizas en las tortillas del T6, ya que por si solos, ni la adicion
de la solucion alcalina, ni la fraccion de pericarpio causaron un incremento significativo

del contenido de cenizas en las tortillas (T4 y T5).
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Cuadro 11. Composicion quimica promedio (%) en tortilla azul con diferentes

tratamientos de formulacion y tortilla blanca como contraste.

Tratamientos Proteina Lipidos Cenizas

T1 7.68+0.14 a° 232+016b 142+0.01c

T2 6.14+ 0.00 c 354+030a 148+0.01c

T3 6.54+0.14cb 258+0.16b 1.43+0.02c

T4 6.70+ 0.07 b 339+034a 153+0.00b

T5 6.70+£0.14 b 362+028a 150+0.02b

T6 6.60+ 0.00 b 357+031a 160+0.02a
DHs! 0.48 0.52 2.90E+10

“ Los resultados se informan en base seca; ‘DHS = diferencia honesta significativa;
2\/alores con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales con base a
la prueba de Tukey (P<0.05).

Los resultados obtenidos de composicion quimica en los tratamientos son menores en
proteina y ligeramente menores en lipidos y cenizas a los valores indicados por
Hernandez-Uribe et al. (2007), quienes reportan valores de 9.56 + 0.10 para proteina;
4.47 £ 0.07 para lipidos y 1.60 + 0.02 para cenizas en tortilla azul. Para tortilla de grano
blanco, las diferencias en la composicion proximal de las tortillas pueden deberse al tipo
de maiz utilizado y a factores agronémicos y ambientales en el que se cultiva el maiz
(Agama-Acevedo et al., 2011).

El contenido de fibra dietaria insoluble (FDI) del T1 no presentd diferencias
significativas con el T2, en tanto que el T3 presenté un menor contenido y fue diferente
que el T2. Los tratamientos T3, T4, T5 y T6 no mostraron diferencias estadisticas entre
ellos, aunque se observo un mayor contenido en los T5 y T6 frente a los T3 y T4,

respectivamente, debido a la adicion del pericarpio durante la molienda del nixtamal. El
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contenido de fibra dietaria soluble (FDS) en los tratamientos T1 y T2 no mostro
significancia estadistica. Mientras que el T3 y T4 si tuvieron un efecto significativo
sobre esta variable. La FDS en el T3 fue mayor y estadisticamente diferente (P<0.05) al
T5 y éste a su vez fue ligeramente mayor que el T6, aunque no presento diferencias. En
cuanto al contenido de lignina Klason (LK), los tratamientos T1 y T2 fueron
estadisticamente iguales (P>0.05), en tanto que el T3 obtuvo el contenido mas bajo y fue
diferente al T4. Los tratamientos T5 y T6 obtuvieron diferencias significativas (P<0.05),
y sus contenidos fueron superiores al tratamiento testigo (T2). El contenido de fibra
dietaria total (FDT) en el T1 fue mayor que el resto de tratamientos, sin embargo, no
tuvo diferencias significativas (P>0.05) con el T2. EIl tratamiento T2 presentd un
contenido de FDT superior al T3, por lo que la mezcla con distinto tipo de maiz
posiblemente influyé en la disminucion de la FDT. El tratamiento T4 obtuvo menor
contenido de FDT que el T3, en tanto que los tratamientos T5 y T6 no presentaron
diferencias significativas (P>0.05). El elevado nivel de fibra total fundamentalmente es
por tener mas fibra dietaria insoluble (FDI) (Cuadro 12). Las tortillas obtenidas de un
nixtamal reposado en medio acido mostraron un menor contenido de fibras soluble,
insoluble y por ende menor fibra total. Este comportamiento se atribuye a que existio
mayor remocion de pericarpio en este tipo de tratamiento. Durante el proceso de
nixtamalizacion se producen cambios estructurales, quimicos, y nutricionales en el maiz
y uno de los efectos, es que el proceso reduce la fibra dietaria insoluble y aumenta

ligeramente la fibra dietaria soluble del grano a tortilla (Bressani et al., 1990).

La composicion mineral en las tortillas se muestra en el Cuadro 13. El contenido de

calcio (Ca) fue diferente entre el T1 y T2, mientras que el T3 fue numéricamente mayor
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que el T2; sin embargo, no presentaron significancia estadistica (P<0.05) entre ellos. El
calcio en las tortillas del T4 fue mayor que en las del T3, lo que muestra que el método

de nixtamalizacion tuvo un efecto significativo sobre este mineral.

Cuadro 12. Contenido de fibra (g 100 g) en la tortilla azul con diferentes tratamientos

de formulacion y tortilla blanca como contraste

Fibra Dietaria Fibra Dietaria Fibra Dietaria
Tratamientos Lignina Klason
Insoluble Soluble Total
T1 5.07 + 0.50 a? 3.74 + 0.15a 0.84 + 0.13bc 9.65 + 0.46a
T2 4.65+0.21 ab 3.47 +0.00a 0.44 +0.03de  8.56 +0.0.23a
T3 233+051c 3.94 + 0.25a 0.26 = 0.04e 6.53 + 0.0.46b
T4 3.19+0.13 bc 0.38 £ 0.27b 1.17+0.0.01a 4.73 +0.24c
TS5 423+0.35abc 0.52+0.10b 1.02+0.0.01ab 5.77 £ 0.35bc
T6 4.00 £ 0.28 bc 0.14 £ 0.10b 0.58 + 0.03cd 4.72 +0.40c
DHS?! 1.93 0.95 0.82 1.93

*Los resultados se informan en base seca; ‘DHS = diferencia honesta significativa;
2\/alores con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales con base a
la prueba de Tukey (P<0.05).

El valor del Ca en las tortillas obtenidas del T6 fue mayor y estadisticamente diferente
(P<0.05) que las del T5. Ademas, fue superior en un 76.7 % mas que la tortilla testigo
(T2). Este incremento del calcio en los tratamientos T4 y T6 se atribuye a la adicion de
la solucion alcalina durante la molienda para restituir el pH alcalino de la masa. El
contenido de este mineral depende de la cantidad de cal (6xido de calcio) utilizada

durante la nixtamalizacién, tiempo de coccion y de reposo, entre otros factores (Castillo
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et al., 2009). Los resultados obtenidos de este mineral son cercanos al valor de 209 +
57.3 reportado por (Bressani et al., 1990) para tortillas de maiz. En cuanto a los

minerales Fe, Mn y Zn no se encontro diferencia significativa entre tratamientos.

Cuadro 13. Contenido de minerales (mg 100 g?) en la tortilla azul con diferentes

tratamientos de formulacion vy tortilla blanca como contraste

Tratamientos Ca Fe Mn Zn
mg 100 g*

T1 1445+156b%> 420+0.09a 037+0.28a 220%0.07a

T2 1176+275¢ 345+0.76a 0.29+0.06a 2.36+0.06a

T3 127.7+443c 292+060a 039+0.06a 250+0.09a

T4 2095+0.76a 4.85+0.67a 051+0.12a 236+0.14a

T5 126.9+270c 3.07+0.30a 047x0.03a 226+0.23a

T6 207.8+7.19a 347+023a 045+0.00a 2.17+0.02a
DHS?! 15.19 2.32 0.22 0.47

“Los resultados se informan en base seca; DHS = diferencia honesta significativa;
2\/alores con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales con base a
la prueba de Tukey (P<0.05).

En el grano de maiz azul se ha reportado un mayor contenido de minerales, comparado
con el grano blanco (Antonio, 2004). Sin embargo, entre las tortillas blancas y azules no
hubo diferencia estadistica en el contenido de Fe, Mn y Zn, aunque numéricamente las
tortillas a las que se agregd la fraccion de pericarpio (T5 y T6) fueron superiores a las
tortillas testigos en el mineral Mn. Los niveles de hierro observados en las tortillas de los
diferentes tratamientos son mayores a los informados por Ortiz-Monasterio et al. (2007)
quienes reportan valores de 2. 0 mg 100 g %, en tanto que los niveles de Zn obtenidos

son similares a los valores de 2.5 mg 100 g™ también reportados para maiz.
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3.4 Digestibilidad del almidon
El efecto causado por los tratamientos con distinta formulacion fue significativo sobre
los tipos de almidon total y disponible, asi como sobre la tasa de hidrolisis y la
prediccion del indice glucémico (Cuadro 8). El almidon forma parte importante de la
dieta humana y uno de sus papeles es impartir textura y consistencia en alimentos. El
contenido de almidon total (AT) no presentd diferencia estadistica (P>0.05) entre
tratamientos, aunque se observo un menor valor en el T4. Mientras que en la variable
almidon disponible (AD), los tratamientos T1 y T2 presentaron diferencias, en tanto que
el T3 fue ligeramente superior y diferente al T2, lo que indica que la mezcla de maices
tuvo efecto en esta variable. Los tratamientos T3 y T4 mostraron significancia (P<0.05)
en el efecto diferencial sobre el contenido de AD, asi como también el T6 fue diferente
al T5 y superior al testigo (T2) (Cuadro 14). Un alto contenido de AD esta relacionado
con una mayor proporcion de almidon total, pardmetro que puede influir directamente la
textura de la tortilla de maiz pigmentado. El valor encontrado de AD en la tortilla azul
(72.6 %) fue ligeramente superior al valor de 67.49 % reportado por Hernandez-Uribe et

al. (2007).

3.4.1 Tasa de hidrolisis

Los tratamientos T1, T2, T3, T4 y T5 no tuvieron efecto significativo en esta variable,
sin embargo, durante la hidrolisis del almidon las tortillas obtenidas del T6 presentaron
un mayor porcentaje de hidrolisis y fueron estadisticamente diferentes (P<0.05) al resto
de tratamientos (Cuadro 14). Todos los componentes de un alimento, como lipidos,

proteinas y antinutrientes, asi como los procesamientos del alimento, pueden interferir
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en la digestion del almidon (Gofi et al., 1997), aunque es la fibra el componente que

mas afecta la respuesta glucémica (Snow y Dea, 1981).

Cuadro 14. Contenido de almidon (%) en la tortilla azul con diferentes tratamientos de

formulacién y tortilla blanca como contraste.*

Tratamientos Almidon Total Almidon Indice de plG
Disponible Hidrdlisis
pan blanco 100 a 94.4a
T1 69.1+ 1.4 a2 66.1+£1.27d 59.87x545c 59.80+4.70c
T2 715+x11a 726+056c¢c 6787x11.32c 66.70+£9.76¢C
T3 714+ 0.7 a 822+042a 6236+6.28c  61.96 +5.41c
T4 67.4+2.2a 679+057d 67.16+351c 66.09+3.02¢
T5 69.9+ 0.3 a 741+177c 66.82+499c 66.80+4.30c
T6 716t 18a 779+£049b 9158+751b 87.14+6.47b
DHS! 6.2 3.31 10.19 8.49

“Los resultados se informan en base seca; DHS = diferencia honesta significativa;
2\/alores con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales con base a
la prueba de Tukey (P<0.05).

La fibra soluble probablemente actla aumentando la viscosidad del contenido intestinal
y retrasando asi la absorcion de hidratos de carbono de los alimentos (Snow y Dea,
1981), lo cual se podria relacionar con el alto porcentaje de hidrolisis en las tortillas

obtenidas del T6, que presento los valores mas bajos en fibra soluble y fibra total.

3.4.2 Prediccién del indice glucémico (plG)

La tasa de digestion del almidén parece ser un factor determinante a la respuesta
metabolica de las comidas. Una baja tasa de hidrolisis esta relacionada con una lenta
liberacion de glucosas y ésta a su vez con una baja respuesta glucémica (Gofi et al.,

1997). El IG describe numéricamente la rapidez de absorcion de los carbohidratos de un
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determinado alimento. Los valores de plG del almidon de tortillas obtenidas de los
diferentes tratamientos se muestran en el Cuadro 14. Se observd que las tortillas de los
tratamientos T1, T2, T3, T4 y T5 no presentaron diferencias significativas, sin embargo,
se observo que las tortillas del T6 presentaron los valores mas altos de plG y fueron
estadisticamente diferentes al resto de tratamientos, lo que indica que la formulacion de

éste tratamiento no tiene un efecto positivo sobre esta variable.

De acuerdo con los resultados obtenidos del T6, se puede decir que las tortillas tienen un
IG alto, ya que se ha establecido que un alimento con IG alto, da un valor de 70 0 mas,
moderado cuando tiene un valor comprendido entre 56 y 69, y pequefio cuando tiene
menos de 55 (Jenkins et al., 1981; Nayak et al., 2014). Conocer el IG de los alimentos

puede resultar atil para controlar la glucemia sanguinea.

3.5 Composicion fenodlica y actividad antioxidante en las tortillas
La aplicacion de tratamientos con distinta formulacion causo significancia en el efecto
diferencial de los tratamientos aplicados (Cuadro 8). Los resultados del contenido de
antocianinas totales (AT) y fenoles solubles totales (FST) en las tortillas azules (T2) y
sus tratamientos (T3, T4, T5, y T6), asi como la tortilla de contraste (T1) se presentan en
la Figura 10. Dentro de los FST se encuentran las antocianinas, que en el caso de las
tortillas azules (T2) representaron el 38 %. El contenido de antocianinas en los
tratamientos T1 y T2 presentd diferencias significativas (P<0.05) entre ellos, y se
observo claramente la no presencia de este compuesto en las tortillas de maiz blanco
(T1). El tratamiento T3 mostré un menor contenido de AT en comparacion al T2, y sus
contenidos fueron significativamente diferentes (P<0.05) entre ellos. Esto se puede

atribuir a la menor concentraciéon de antocianinas del maiz Bolita (439.4 mg ECG 100
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g! MS) frente al Chalquefio (737.8 mg ECG 100 g* MS) utilizados para la mezcla. El
contenido de AT de los tratamientos T3 y T4 fue diferente, siendo superior en este
ultimo, lo que indica que el método de nixtamalizacion con reposo acido influyo
positivamente en esta variable. Los tratamientos T5 y T6 no mostraron diferencias
significativas (P>0.05) entre ellos. Sin embargo, la formulacion del T5 increment6 un
55.5 % mas de antocianinas que el T2, mientras que la formulacién del T6 presento un
58.5 % mas que el T2, y sus contenidos fueron superiores al tratamiento testigo (T2),

que presentd el valor mas bajo (37.1 + 0.49 mg ECG 100 g MS).

Estos incrementos de antocianinas en porcentaje, se atribuyen al método de
nixtamalizacion y al ingrediente enriquecedor agregado durante la molienda del
nixtamal. En cuanto a FST, el tratamiento T2 fue superior y diferente (P<0.05) al T1,
aunque sin diferencias significativas frente al T3. En los tratamientos T3 y T4 se observo
una marcada diferencia en el contenido de FST, pues el método de nixtamalizacion con
reposo en medio acido tuvo efecto positivo sobre el contenido de estos compuestos. El
tratamiento T6 fue moderadamente superior ante el T5, por lo que la formulacion de este
tratamiento favorece a un contenido mayor de fenoles. Los tratamientos T4 y T6 cuyo
nixtamal se reposd en pH acido, presentaron contenidos superiores (P<0.05) que el
tratamiento testigo (T2). Sin embargo, el contenido de fenoles del T6 fue diferente
(P<0.05) al T4, y eso se debe a que las tortillas obtenidas del tratamiento T6 fueron

enriquecidas con pericarpio de grano rojo, que represent6 un 7 % mas de fenoles.
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180 1 == Antocianinas Totales (mg ECG/100 g MS)

T T2 T3 T4 T5 T6
Tratamientos

Figura 10. Antocianinas totales y fenoles solubles totales en tortilla azul con diferentes

tratamientos de formulacion y tortilla blanca como contraste:

Segun los resultados obtenidos en FST, el reposo del nixtamal en pH acido tuvo efecto
en el incremento de fenoles, pues asi lo demuestran las tortillas obtenidas de los
tratamientos T4 y T6 que presentaron contenidos de 55 % y 68 % mas que las del
tratamiento testigo (T2). El incremento de fenoles en estas tortillas no se explica por la
presencia de antocianinas, que sélo contribuyen en un 35 % del total de fenoles
obtenidos, ya que dentro de estos compuestos fenolicos, ademas de las antocianinas, se
encuentran los acidos fenolicos, principalmente el acido ferdlico, que estd en mayor
proporciodn en el grano de maiz, y que también posee actividad antioxidante (Del Pozo-
Insfran et al., 2006; Mora-Rochin et al., 2010).

El contenido de antocianinas totales (AT) en las tortillas de maiz de grano azul/morado
del tratamiento T2 fue considerablemente mayor a lo informado por De la Parra et al.
(2007) y Mora-Rochin et al. (2010), quienes reportaron para tortilla azul valores de 3.81

y 13.80 mg ECG 100 g de MS, respectivamente. El contenido de FST en las tortillas
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de todos los tratamientos tambien fue superior a valores entre 13.5 y 28.0 mg EAG 100
g de MS, informados por autores como Mora-Rochin et al. (2010) para tortillas de

maiz azul.

3.5.1 Actividad antioxidante en tortillas

En los maices de grano azul/morado los compuestos fenolicos predominantes son los
acidos fenolicos y las antocianinas (Del Pozo-Insfran et al., 2006). Ambos grupos de
compuestos poseen actividad antioxidante (AA). Cuando se realiza la extraccion de los
fenoles solubles en la tortilla de maiz se extraen conjuntamente estos dos grupos de
fenoles, de manera que al evaluar la actividad antioxidante del extracto se cuantifica la
total.

La AA de las tortillas obtenidas de los distintos tratamientos de formulacion se
determind por dos métodos: ABTS y ORAC. Con el método ABTS, se observd
diferencias entre el T1 y T2, mientras que la AA de los tratamientos T2 y T3 no
presento significancia estadistica (P>0.05). No obstante, se observé una clara diferencia
entre el T3 y T4, la cual se atribuye a la aplicacion del método de nixtamalizacion con
reposo acido. El tratamiento T6 fue superior y estadisticamente diferente (P<0.05) al T5,
sin embargo, la AA del T4 fue similar a la del T6. La capacidad antioxidante de la
tortilla obtenida con la nixtamalizacion tradicional, con menor contenido tanto de FST y
AT fue menor en un 70 % que las tortillas de los tratamientos en reposo en medio acido
T4y T6 (Figura 11).

Con el método del ORAC, los resultados de AA en las tortillas de los distintos
tratamientos fueron mas acordes con los contenidos de FST y AT que presentaron cada

una. En general, se observo el mismo patrén que el obtenido con ABTS, aunque en este
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caso no se observaron diferencias significativas (P>0.05) entre las tortillas del
tratamiento testigo (T2) y las del T1. Por otro lado, el tratamiento T6 presenté un mayor
valor de AA (44.73 pmoles ET g de MS) y fue estadisticamente diferente (P<0.05) al
T4, con lo que se podria asumir que la formulacién del T6 tiene un efecto significativo
sobre la capacidad antioxidante. Ademas, el tratamiento T6 presentd un 97 % mas de
actividad antioxidante que el tratamiento testigo (T2), el cual obtuvo un valor de 22.58

umoles ET g de MS.

Tratamientos

0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50

ABTS (umoles ET/ g MS) ORAC (Umoles ET/ g MS)

Figura 11. Actividad antioxidante por los métodos ABTS y ORAC en tortilla azul con

diferentes tratamientos de formulacién y tortilla blanca como contraste.

En general, las tortillas azules (T2) muestran claramente mayor poder antioxidante en

comparacion con las tortillas blancas (T1).

3.6 Vida de anaquel de tortilla azul nutracéutica
En esta etapa del trabajo se utilizaron unicamente las tortillas de los tratamientos T2, T5
y T6. La tortilla del tratamiento T2 es la tortilla azul tradicional; T5 fueron las tortillas

elaboradas con la mezcla de nixtamales, bajo proceso de nixtamalizacion tradicional, y
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con la adicion de fraccion de pericarpio de maiz rojo en proporcion de 3 % con relacion
al peso fresco del nixtamal; y T6 que fueron las tortillas obtenidas de la mezcla de
nixtamales con reposo en medio acido, adicién de fraccidn de pericarpio en 3 % durante
molienda y solucién al 2 % de 6xido de calcio. Para su almacenamiento, las tortillas
fueron empacadas al vacio en bolsas de plastico de alta barrera y atmosfera modificada
con una concentracion de 30 % CO. y 70 % N2 (Figura 12) y colocadas en refrigeracion

a una temperatura de 5 °C.

Figura 12. Tortillas azules empacadas al vacio y con atmésfera modificada.

Las muestras de tortillas tomadas en los diferentes dias (0, 5 y 10) para el monitoreo de
bioactivos, fueron almacenadas en congelacion (-10 °C) hasta ser liofilizadas, debido al

acceso limitado del liofilizador en el momento.
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3.6.1 Composicion fenolica y actividad antioxidante en las tortillas evaluadas en
vida de anaquel.

El andlisis estadistico mostro que hubo diferencias significativas del efecto causado por
el almacenamiento de los distintos tratamientos (T2, TS y T6) sobre la composicion
fenolica (antocianinas totales y fenoles totales) y actividad antioxidante. En cuanto al
contenido microbiologico, bacterias, hongos y levaduras no se encontrd diferencias

(Cuadro 15).

Cuadro 15. Analisis de varianza para el efecto de tratamientos de la composicién
fenolica y contenido microbiolégico en tortilla de maiz azul/morado raza Chalquefio,

durante el almacenamiento.

Variable gl Fealc R? C.V.
Bioactivos
FST 2 113.97 * 0.971 3.130
AT 2 405.20 * 0.993 3.877
AA 2 228.00 * 0.972 4.740
Microorganismos
Bacterias 2 1.73 ns 0.812 65.075
Hongos 2 0.93 ns 0.732 142.926
Levaduras 2 0.80 ns 0.954 67.895

gl: grados de libertad; Fcac: valor de F calculado; R?: coeficiente de determinacion del
ajuste con el modelo lineal estadistico; C.V.: coeficiente de variacion (%); FST: fenoles
solubles totales; AT: antocianinas totales; AA: antocianinas totales; *: efecto

significativo de tratamientos a (P < 0.05); ns: efecto no significativo de tratamientos a (P
<0.05).

Durante la vida de anaquel de las tortillas, se observd que el contenido de antocianinas
totales (AT) en el tiempo O fue de 36.7 mg ECG 100 g de MS, a los 5 dias pasé a 44.9
mg y a los 15 dias estuvo en 40.3 mg ECG 100 g* de MS, lo que representa un

incremento de 22.3 % y de 9.8 %, respectivamente. En fenoles solubles totales (FST),
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dentro de los cuales se encuentra las antocianinas, se observo que al tiempo 0 fueron de
116.3 mg EAG 100 g'de MS, a los 5 dias pas6 a 135.3 mg EAG 100 g* de MS y a los
15 dias de almacenamiento, el contenido de fenoles fue de 129.4 mg EAG 100 g de
MS, estos resultados muestran un ligero incremento de 16 % y 11.3 %, respectivamente.
En cuanto a la actividad antioxidante (AA), los resultados obtenidos por el método de
ABTS indican que la AA de las tortillas evaluadas de los distintos tratamientos (T2, T5

y T6) fue acorde al contenido de AT y FST (Figura 13).

200 200
180 - ———  Antocianinas Totales (mg ECG/100 g MS) 180
—————  Fenoles Solubles Totales (mg EAG/100 g MS)
160 4 — — — ABTS (umoles ET/g MS) 160 a
140 - b a ab a 140 =
w _—
|—
= 120 - /\D/u 120 W
[=] [7)]
§ 100 - 100 S
E‘ 80 - 80 S
60 - C A BC B )
m
40 - — e ——— 40 =
20 + b @ ab a 20
0 T T T T 0
0 5 10 15

Dias de almacenamiento

Figura 13. Contenido de antocianinas totales y fenoles solubles totales en tortillas

almacenadas en refrigeracion a 5 °C.

Las antocianinas son inestables y especialmente sensibles a los cambios en el pH, la
temperatura o la composicion de la atmosfera, y durante la vida de anaquel la estabilidad
de estos compuestos es influenciada por factores como caracteristicas de empaque,
condiciones del almacenamiento y las caracteristicas fisicas y quimicas del producto (De
Pascual-Teresa et al., 2008). Varios estudios realizados sobre el efecto del
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almacenamiento en refrigeracion de productos con colorantes tipo antociano mencionan
la posible reduccion de la tasa de degradacion de las antocianinas totales, debido a la
estructura de la aglicona y tipo de azucar conjugado, ya que la glucosa, sacarosa y
maltosa presentan mayor estabilidad que los azUcares arabinosa, fructosa y lactosa, la
exposicion del producto a bajas tasas de oxigeno y atmdsferas de nitrogeno durante el
almacenamiento conlleva a una menor degradacion de estos compuestos (Howard et al.,
2012).

El mayor contenido de antocianinas se present6 en el T5 con 49.2 mg ECG 100 gt MS 'y
fue estadisticamente diferente (P<0.05) al T2 y T6, en tanto que el menor contenido lo
obtuvo el T2 con 17.6 mg ECG 100 g™ de MS. En el contenido de fenoles, el tratamiento
T6 mostr6 el mayor valor con 145.9 mg EAC 100 g* de MS y fue estadisticamente
diferente (P<0.05) a los tratamientos T2 y T5, los cuales presentaron valores de 97.1 mg
y 125.3 mg EAC 100 g* de MS en ese orden (Figura 14). La AA entre tratamientos
mostré un patrén similar al contenido de AT y FST, en donde el menor valor fue en el
T2 con 26.1 um ET g de MS, y el mayor valor lo present6 el T6 con 43.1 um ET g* de

MS (datos no mostrados).
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Figura 14. Contenido de antocianinas totales y fenoles solubles totales en tortillas de los

diferentes tratamientos evaluados en vida de anaquel.

3.6.2 Anélisis microbiologico de tortillas almacenadas en refrigeracion

En este estudio, bacterias, levaduras y hongos se sembraron en placas petrifilm 3M. El
uso de petrifilm para el recuento en los alimentos es aprobado por métodos de la AOAC
Internacional.

El comportamiento de los microorganismos evaluados en los tratamientos T2, TS5y T6
durante los tiempos de almacenamiento se muestra en la Figura 15. En la cuantificacion
de bacterias coliformes, se observd que los tratamientos presentaron durante el
almacenamiento una tendencia de incremento de unidades formadoras de colonia (UFC).
Mientras que para hongos y levaduras, Unicamente se observo presencia de UFC al final
de este periodo (15 dias). En la cuantificacion de coliformes totales no se observo la

presencia de UFC en ningln tiempo de almacenamiento.
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Figura 15. Cuenta de bacterias mesdfilas, hongos y levaduras en tortillas azules

evaluadas en vida de anaquel.

La mayores niveles de microorganismos presentes al final del periodo de
almacenamiento pudo deberse a la temperatura de congelacion (-10 °C) a la que se
sometieron las muestras de los tiempos 0, 5 y 10 una vez concluido su periodo de
almacenamiento, mientras que las muestras a los 15 dias no se congelaron. Los
microorganismos presentan una temperatura Optima para su crecimiento, por lo que con
temperaturas superiores al maximo o inferiores al minimo de crecimiento, su
reproduccion decrece o inclusive llega a detenerse (Barreiro-Méndez et al., 2006). De
acuerdo a los valores obtenidos entre tratamientos, las tortillas del T6 mostraron un
mayor nivel de bacterias mesdfilas (1263 UFC mL™) que el resto de tratamientos; sin
embargo, no se encontraron diferencias (P>0.05) entre ellos. Los niveles de hongos y
levaduras fueron superiores en el T5 con 3.9 y 15 .4 UFC mL™ en este orden (Figura

16).
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Figura 16. Cuenta de bacterias meséfilas, hongos y levaduras en tortillas azules
obtenidas de los distintos tratamientos evaluados en vida de anaquel.

Los resultados obtenidos en los tratamientos en estudio, estan dentro de lo permitido por
la norma NXM-147 (1996) para alimentos a base de cereales, la cual indica un limite
méaximo de 10000 UFC g*! para mesofilicos aerobios, menor a 30 UFC g para
coliformes totales y 300 UFC g para mohos. Sin embargo, la norma NXM-187 (2002)
para productos de grano nixtamalizado, reporta Unicamente el limite maximo para
coliformes totales (< 30 UFC gl).

Durante el procesamiento y almacenamiento de los alimentos, ocurren varios cambios
qguimicos que involucran los componentes internos de los alimentos y los factores
ambientales externos. Estos cambios pueden causar deterioro y reducir la vida de
anaquel del alimento. Segun Adolphson et al. (2013), la vida atil de las tortillas en
fresco es corta, debido al crecimiento microbiano significativo durante su elaboracion,

por ciertas condiciones como el alto contenido de humedad, la disponibilidad de
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nutrientes y temperatura de almacenamiento. Ademas, factores como la concentracion
de cal, el tiempo de remojo en la solucion alcalina y otros parametros del proceso,
pueden desempefiar un papel importante en la microflora de la masa (Adolphson et al.,

2013).

La remocion del oxigeno, ya sea al vacio o mediante su desplazamiento con gases no
reactivos como el nitrogeno, en combinacion con un empaque adecuado es una técnica
para prevenir procesos de deterioro en el alimento (Barreiro-Méndez et al., 2006). Sin
embargo, el empaque de plastico no es permeable al oxigeno, por lo que puede
transcurrir un tiempo para modificarse los niveles de O, y CO2 en el interior del
empaque (Thompson, 1998), creando un posible ambiente favorable para el desarrollo

de microorganismos.

4 Conclusiones

El tratamiento T6 presentd el mayor contenido de FST y AT con valores de 164.9 mg
EAG 100 g! MS y 58.8 mg ECG 100 g MS en ese orden, equivalente a una actividad
antioxidante de 44. 73 y 48.6 umoles ET g* de MS por el método ABTS y ORAC
respectivamente.

La formulacién del T6 mostré un 58 % mas de antocianinas y las tortillas obtenidas de
este tratamiento presentaron caracteristicas favorables de color y textura similares a la
tortilla azul tradicional. Sin embargo, estas tortillas obtuvieron una mayor tasa de
hidrolisis y como consecuencia un mayor IG que la tortilla blanca (T1) y la tortilla azul

tradicional (T2).
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Durante el almacenamiento bajo condiciones de refrigeracion, las tortillas de los
distintos tratamientos (T2, T5 y T6) tuvo efecto sobre el contenido de fenoles. La
presencia de microorganismos (Bacterias, Hongos y Levaduras) en las tortillas de los
tratamientos evaluados, se observo a los 15 dias de almacenamiento, obteniendo un

mayor nivel de UFC el tratamiento T6 seguido del T2 y finalmente el T5.
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VI. CONCLUSIONES GENERALES

Se logré desarrollar una formulacion de la tortilla azul con caracteristicas de color y
textura similares a la tortilla azul tradicional, y con alto contenido de antocianinas
equivalente a una mayor actividad antioxidante. Sin embargo, esta tortilla obtuvo una
mayor tasa de hidrolisis y como consecuencia un mayor IG que la tortilla blanca y la

tortilla azul tradicional.

Durante la vida de anaquel de las tortillas formuladas, se observo que el contenido de

antocianinas y fenoles solubles totales fueron estables a partir del dia 5 de

almacenamiento y con niveles bajos de cuenta microbioldgica.
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