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RESUMEN

La nutricion es el proceso a través del cual el organismo obtiene de los alimentos la energia
y los nutrimentos necesarios para el sostenimiento de las funciones vitales y de la salud. La
ingestion inadecuada de alimentos en cantidad o calidad ocasiona una mala nutricion,
asociada a fallas en el funcionamiento del organismo. Debido a esto, la nutricion es uno de
los principales determinantes en el proceso salud-enfermedad. En el presente estudio, se
analizaron los efectos fisicoquimicos y bioldgicos causados por la fortificacion proteica y
de fibra dietética en tortillas de maiz nixtamalizado. Se realizaron 2 grupos de
formulaciones a) tortillas fortificadas con harina frijol y amaranto, 3F7A, 5F5A, 7F3A
(fortificacion proteica) y b) tortillas fortificadas con harina de nopal y alga 3N7AL,
5N5AL, 7N3AL (fortificacién con fibra dietética). A ambos grupos se les realizaron
analisis bromatoldgicos, polifenoles y actividad antioxidante; un estudio reolégico y
textural comprendido por textura, fuerza de corte, distancia de ruptura, pruebas de
gelatinizacion, viscosidad y rolabilidad; un analisis sensorial basado en una escala
hedonica, ademés de un estudio de vida de anaquel. EI grupo a) obtuvo un aumento
significativo de proteina rica en lisina y triptéfano, principalmente 3F7A, sin incrementar
significativamente polifenoles y actividad antioxidante. EI grupo b) aumento hasta un 30%
de fibra dietética, principalmente 3N7AL (10 veces mas fibra soluble). Este grupo aumento
significativamente polifenoles y actividad antioxidante, mas su efecto no perduré tras el
tratamiento térmico. Ambos grupos presentaron caracteristicas similares, reologica y
texturalmente, respecto al control de tortilla regular. Sensorialmente, las mejores aceptadas
fueron a) 3F7A y b) 5SN5AL. La vida de anaquel, tanto para a) como para b), fue de 3 dias a
temperatura ambiente. Finalmente, se realizaron estudios in vivo con ratas Wistar
alimentadas ad libitum; a) bioensayo de 2 generaciones para evaluar el efecto de la
fortificacion sobre el crecimiento y desarrollo y b) bioensayo con ratas adultas, evaluando
un efecto positivo de la fortificacion en la reduccién de colesterol, triglicéridos totales y
glucosa. En el bioensayo a) se observo un efecto positivo en el crecimiento y desarrollo de
ratas Wistar, en ambos ciclos generacionales, presentando 3F7A resultados similares al
control de caseina en la 1° generacion. En el bioensayo b), las ratas alimentadas con 3N7AL
presentaron un efecto positivo en la disminucion de glucosa, triglicéridos y colesterol en
sangre. Con estos resultados, se recomienda tanto 3F7A como 3N7AL a manera de
alternativas de tortilla fortificada, debido a su adecuado desempefio tecnoldgico y
bioldgico, a) aumentando la cantidad y calidad de proteina de la tortilla y b) siendo un
vehiculo de fibra dietética de alto alcance.



ABSTRACT

Nutrition is the process by the body gets energy and nutrients from foods; this by sustain
vital functions and health. Inadequate food intake in quantity or quality results in poor
nutrition associated with malfunctions and diseases from body. Because of this, nutrition is
a major determinant in the health-disease process. In the present study, we analyzed the
physicochemical and biological effects caused by protein fortification and dietary fiber in
corn tortillas nixtamalized. There were 2 groups of formulations a) fortified tortillas with
beans and amaranth flour, 3F7A, 5F5A, 7F3A (fortification protein) and b) fortified
tortillas with nopal and seaweed flour, 3N7AL, 5N5AL, 7N3AL (dietary fiber
fortification). Both groups were chemical analyzes, polyphenols and antioxidant activity,
one study comprised rheological and textural: texture, cutting force, breaking distance;
gelatinization, viscosity and rolability, sensory analysis based on a hedonic scale, and a
shelf life study. The group a) received a significant increase in protein rich in lysine and
tryptophan, mainly 3F7A, without significantly increasing polyphenols and antioxidant
activity. The group b) increased up to 30% dietary fiber, mainly 3N7AL (10 times more
soluble fiber). This group was significantly increased polyphenol antioxidant activity lasted
no more effect after the heat treatment. Both groups had similar characteristics, rheological
and textural, regarding the control of regular tortilla. Sensory, best accepted were a) 3F7A
b) SN5AL. Shelf life both for a) and for b) was 3 days at room temperature. Finally, two in
vivo studies were realized; both with Wistar rats fed ad libitum a) 2 generations bioassay to
evaluate the effect of fortification on growth and development b) adult rats bioassay,
evaluating a positive effect in reducing the fortification cholesterol, total triglyceride and
glucose. In the bioassay a) showed a positive effect on the growth and development of
Wistar rats in both cycles generational. 3F7A presenting similar results to the control of
casein in generation 1. In the bioassay b) 3N7AL fed rats showed a positive effect in
lowering glucose, triglycerides and blood cholesterol. With these results, it is recommended
3F7A and 3N7AL as an alternative way of fortified tortillas because of their technological
and biological proper performance, a) increasing the quantity and quality of protein of
tortillas and b) being a vehicle of reaching high dietary fiber.
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INTRODUCCION

La nutricion es el proceso a través del cual el organismo obtiene de los alimentos la energia
y los nutrimentos necesarios para el sostenimiento de las funciones vitales y de la salud. La
ingestion inadecuada de alimentos en cantidad o calidad ocasiona la mala nutricion, la cual
se asocia con defectos en diversas funciones y con un aumento en el riesgo de varias
enfermedades, por lo que la nutricién es uno de los principales determinantes en el proceso
salud-enfermedad (ENSANUT, 2006).

La mala nutricion, ya sea por el consumo excesivo de alimentos o por el déficit de éstos,
resulta en diversos padecimientos que afectan en gran medida la salud integral. EI consumo
excesivo de alimentos o de energia conduce al sobrepeso o a la obesidad; lo cual puede
conllevar a enfermedades generadas por el sobrepeso y obesidad, como lo son la diabetes,
enfermedades cardiovasculares y cronico-degenerativas. Esto, aunado a la interaccién con
factores genéticos, los patrones de consumo excesivo de determinados alimentos o
nutrimentos incrementan la posibilidad del desarrollo de estos padecimientos.

En las Ultimas dos décadas, México ha cambiado dréasticamente sus estadisticas de
nutricion. Dentro de los cambios significativos que podemos encontrar es que de tener
niveles importantes de desnutricion aguda (emaciacion) y prevalencia de baja talla en nifios
menores de 5 afios, ha pasado a un indice de sobrepeso y obesidad considerado una
epidemia, tanto en este rango de poblacion como en adolescentes y adultos. Ademas, el
sesgo entre el estado nutricio de los estados del norte de la Republica comparados con los
del sur y zonas con una alta densidad de poblacién indigena se ha incrementado, haciendo
mas notorio el estado de desnutricion en la poblacion (SEDESOL, 2008).

Debido a este hecho, tanto la industria alimentaria del pais como el gobierno, han realizado
esfuerzos para aminorar dichos problemas de salud mediante programas de fortificacion de
alimentos de alto alcance, como en la leche y principalmente, la tortilla de maiz
nixtamalizado. La importancia de la tortilla de maiz nixtamalizado se debe a que el maiz
(Zea mays L.) desde la época precolombina hasta la actualidad, ha sido el alimento
principal de la poblacion mexicana; especialmente en su forma de tortilla; llegando a ser el
producto con mayor consumo per capita del pais, con 127Kg (Morris, 1998).

Por lo tanto, la tortilla y afines son los productos méas consumidos por la poblacién,
observandose que mientras mas bajo el nivel socioeconémico hay una mayor dependencia
hacia este alimento, siendo en zonas rurales o con alto porcentaje de poblacion indigena el
proveedor del 70% de calorias totales y el 50% del consumo total proteico. Este ultimo dato
es de suma importancia, ya que, la proteina del maiz es de bajo valor bioldgico, debido a la
deficiencia que presenta en aminoacidos esenciales como lisina y triptéfano, por lo que
repercute en enfermedades por deficiencia de proteina como marasmo y en casos extremos,



kwaishorkor; afectando integralmente el desarrollo fisico, fisiologico y cerebral del
individuo (Serna-Saldivar, 1998; Amaya-Guerra, 2003). Ademas de este hecho, la tortilla
de maiz adolece de niveles adecuados de micronutrientes como Hierro y Zinc; vitamina A,
vitamina D, vitamina E y B12 (Serna-Saldivar y Amaya-Guerra, 2008).

Desde 1999, la tortilla de maiz es fortificada con vitaminas y minerales (5mg/Kg de
vitamina B1, 3mg/Kg de B2, 35mg/Kg de Niacina, 2mg/Kg de acido folico y 30mg/Kg de
Hierro y 20mg/Kg de Zinc) (ENSANUT, 2006). Sin embargo, la fortificacion proteica de la
tortilla ha quedado al margen de esta situacién, siendo las proteinas de gran importancia
para el desarrollo fisioldgico y cognitivo del infante, asi como para el mantenimiento de un
buen estado de salud. Por otro lado, la adicion de fibra dietética podria ayudar a personas
con sobrepeso y obesidad, ya que esta comprobado su efecto coadyuvante para disminuir
problemas cardiovasculares, diabetes y pérdida de peso, asi como de indice de masa
corporal.

Por lo tanto, se propone un estudio en donde se evalue la fortificacion de la tortilla de maiz
nixtamalizado con una mezcla de harinas de cultivos propios de nuestro pais, como lo son
el amaranto (Amaranthus spp) y el frijol (Phaseolus vulgaris), ricos en proteina de alto
valor bioldgico, y nopal (Opuntia ficus-indica), fuente importante de fibra dietética; ademas
de una harina de un alga cosmopolita y presente de forma natural en aguas nacionales, el
alga Ulva clathrata, la cual presenta caracteristicas nutricionales, funcionales y sensoriales
de interes cientifico y comercial; para asi obtener formulaciones de tortilla de maiz con
mejor balance de aminoacidos y alta en contenido de fibra dietética.

Este estudio comprende el observar el efecto reologico, textural y sensorial que confiere la
mezcla de harinas a la tortilla de maiz asi como determinar el efecto de los tratamientos en
el crecimiento y desarrollo fisioldgico, tanto en un modelo animal de dos generaciones con
ratas de laboratorio como en un bioensayo con ratas de laboratorio en edad reproductiva.



Definicion del Problema y Justificacion

México presenta una situacién nutricional por debajo de lo esperado para su nivel de
desarrollo. La desnutricion cronica sigue siendo un reto para la salud pablica del pais,
teniendo estadisticas dispares en el nivel de nutricion de infantes segun la zona geografica.
Por otro lado, se tiene una epidemia de sobrepeso y obesidad, con datos de que 1 de cada 3
personas entre 20 y 49afios tiene un indice de masa corporal (IMC) igual o superior a 30
(ENSANUT, 2006; SEDESOL, 2008).

El maiz (Zea mays L.) desde la época precolombina hasta la actualidad, ha sido el alimento
principal de la poblacion mexicana. La tortilla de maiz se considera una excelente fuente de
calorias debido a su alto contenido de almidon y al igual, una excelente opcion para
personas con intolerancia al gluten. Sin embargo, la tortilla de maiz adolece de una buena
calidad proteica y de fibra dietética (Serna-Saldivar y Amaya-Guerra, 2008), compuestos
gue podrian ayudar a los problemas mencionados.

Debido a esto, se propone enriquecer la tortilla de maiz nixtamalizado con 4 diferentes
harinas: amaranto (Amaranthus spp), frijol (Phaseolus vulgaris), nopal (Opuntia ficus-
indica) y alga (Ulva clathrata) para que llegue a ser un alimento completo, a bajo costo y
ataque dos de los principales problemas de nutricidn de los que adolece a nuestra sociedad:

» Falta de proteina de alto valor biologico.
» Deficiencia de fibra dietética en la dieta.



OBJETIVO GENERAL

Observar los efectos fisioldgicos causados por la fortificacién de tortillas de maiz
nixtamalizado con diferentes proporciones de harina de amaranto (Amaranthus spp), frijol
(Phaseolus vulgaris), nopal (Opuntia ficus-indica) y alga (Ulva clathrata) en un modelo
animal.

OBJETIVOS PARTICULARES

Formular 2 grupos de tratamientos: a) alto en proteina y b) altas en fibra dietética; ambos
basados en recomendaciones nutricionales.

Evaluar el efecto de estas fortificaciones sobre la reologia y las propiedades texturales de
masa y tortilla de maiz nixtamalizado.

Evaluar el efecto de los tratamientos altos en proteina sobre el crecimiento, digestibilidad,
retencion de nitrégeno y desempefio reproductivo en un modelo animal con ratas Wistar en
el transcurso de dos ciclos de vida, emulando ciclos generacionales en humanos.

Determinar el efecto de los tratamientos altos en fibra dietética sobre los niveles de glucosa,
triglicéridos y colesterol sanguineo en ratas Wistar en edad reproductiva.



HIPOTESIS

La fortificacion con harinas de amaranto, frijol, nopal y alga, confiere efectos positivos en
el crecimiento y desarrollo sobre ratas Wistar, ademas de beneficios a la salud,
disminuyendo niveles séricos de glucosa, colesterol y triglicéridos.



ANTECEDENTES

El maiz (Zea mays)

Historia y origenes del cultivo

Desde los inicios de la civilizacion en América, el maiz (Zea mays L.) ha jugado un papel
importante en la vida de los habitantes de Ameérica. Ya en la época precolombina era la
base de la alimentacidn entre los diversos pueblos autoctonos de México y Centroamerica,
junto con el frijol, el chile y la calabaza. Existen evidencias que la existencia mas antigua
del maiz se remonta a unos 7,000 afios de antigiiedad. Se han encontrado por arquedlogos
rastros de maiz en el valle de Tehuacéan, Puebla. Este cereal era un alimento esencial en las
civilizaciones maya y azteca y tuvo un importante papel en sus creencias religiosas,
festividades y nutricién; ambos pueblos incluso afirmaban que la carne y la sangre estaban
formadas por maiz (Serna Saldivar et. al. 1990).

Pese a la gran diversidad de sus formas y colores, todos los tipos principales de maiz
conocidos hoy en dia, clasificados como Zea mays, eran cultivados ya por las poblaciones
autoctonas de la regién, ain antes de la llegada de los espafioles al continente americano.
Los indicios recogidos mediante estudios de boténica, genética y citologia apuntan a un
antecesor comun de todos los tipos existentes de maiz. La mayoria de los investigadores
creen que este cereal se desarrolld a partir del teosinte (Euchlaena mexicana Schrod),
cultivo anual, pariente mas cercano al maiz. Otros creen, en cambio, que se origind a partir
de un maiz silvestre, hoy en dia desaparecido. La tesis de la proximidad entre el teosinte y
el maiz se basa en que ambos tienen 10 cromosomas y son homologos o parcialmente
homologos.

Ha habido introgresion (retrocruzamiento reiterado) entre el teosinte y el maiz y sigue
habiéndola hoy en dia en algunas zonas de América Latina, principalmente México y
Guatemala. Autores sefialan que siguen siendo viables esencialmente dos de las diversas
hipdtesis sobre el origen del maiz: la primera es que el teosinte actual es el antecesor
silvestre del maiz, y/o un tipo primitivo de teosinte es el antecesor silvestre comun del maiz
y del teosinte; la segunda es que una forma desaparecida de maiz tunicado fue el antecesor
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del maiz, y el teosinte fue, en cambio, una forma mutante de dicho grano tunicado(Galinat,
1977).En cualquier caso, la mayoria de las variedades modernas del maiz proceden de
material obtenido en el sur de los Estados Unidos, México y América Central y del Sur.

Clasificacion del maiz

Taxondmicamente, el género Zea estd dividido en secciones: Luxuriantes y Zea, esto
basado en la morfologia de las glumas (lltis y Doebley, 1980). La seccion Luxuriantes se
agrupd en tres especies: Z. luxurians, Z. diploperennis y Z. perennis. La seccion
Zeacomprende so6lo una especie, Zea mays, la cual esta subdividida en tres subespecies: ssp
mays, para el maiz, ssp mexicanapara las razas Nobogame, Central Plateau y Chateo
(Wilkes), y ssp parviglumis, la cual esta separada en dos variedades, var. parviglumis para
la raza Balsas de Wilkes y var. Huehuetenangensis para la raza Huehuetenango de Wilkes.
Mas tarde, Doebley (1984, 1990) sugirié que la variedad huehuetenangensis fuera elevada a
nivel de subespecie.

La planta de maiz

Botanicamente, el maiz es perteneciente a las gramineas, por lo tanto, es una planta
monoica; es anual, dotada de un amplio sistema radicular fibroso. Sus inflorescencias
masculinas (espiguillas) y femeninas (elote, mazorca, espiga) se encuentran en la misma
planta pero situadas en distinto lugar. Si bien la planta es anual, su rapido crecimiento le
permite alcanzar hasta los 2,5m de altura, con un tallo erguido, rigido y sélido; algunas
variedades silvestres alcanzan los 7m de altura. En las panojas es donde se desarrolla el
grano, en un namero variable de hileras (12 — 16), produciendo de 300 a 1000 granos, que
pesan entre 190 y 300 g por cada 1000 granos. El peso depende de las distintas practicas
genéticas, ambientales y de cultivo pero la relacion entre el peso del grano y el peso total de
la planta es, en la mayoria de las variedades de maiz, de aproximadamente 0,52. EIl grano
constituye aproximadamente el 42% del peso en seco de la planta (Carlson, 1988). De 100
kg de panojas se obtienen alrededor de 18 kg de granos (FAO, 1993).
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Fig 1. Morfologia de la planta de maiz (izquierda) (Doebley 2003).

El grano de maiz

El grano de maiz se denomina caridpside o cariopsis; cada grano contiene el revestimiento
de la semilla, o cubierta seminal, y la semilla, conformada a la vez por el endospermo y el
germen. Al endospermo, la parte de mayor tamario, corresponde cerca del 83% del peso del
grano, en tanto que el germen equivale en promedio al 11% y el pericarpio al 5%. El resto
esta constituido por la pilorriza, estructura cénica que junto con el pedicelo une el grano a
la espiga (Serna-Saldivar, 1996).

Respecto al endospermo, este estd conformado de dos tipos: el transltcido o vitreo donde
los granulos de almiddn tienen forma clbica y estdn compactos, no existiendo aire o
espacio entre granulos y el endospermo opaco o harinoso, donde los granulos de almidon
son esféricos, estan cubiertos por una matriz proteica y existen muchos espacios de aire
entre granulos (Wolf, et. al.., 1952).

Quimicamente, las diferentes partes anatomicas del grano difieren en su composicion
(Tabla 1). El pericarpio contiene aproximadamente 87% de fibra cruda, constituida por
hemicelulosa (67%), celulosa (23%) y lignina (0.1%). El endospermo, en cambio, presenta
un nivel elevado de almidon (87%), aproximadamente 8% de proteina y un contenido de
lipidos relativamente bajo. El germen se caracteriza por su elevado contenido de lipidos
crudos (33% en promedio), ademas de un nivel de proteina alrededor al 20% y minerales
(Serna-Saldivar, 1996).



El componente principal del grano de maiz es el almidon, al que corresponde hasta el 73%
del peso del grano, conteniendo otros carbohidratos como glucosa, sacarosa y fructosa en
cantidades que van del 1 al 3% del grano, segln la variedad.

Después del almidon, las proteinas constituyen el siguiente componente quimico del grano
por orden de importancia, principalmente se encuentran en el endospermo, formando la
capa de aleurona. Pueden variar entre un 8 y 11% del peso del grano, segun la variedad de
maiz (Amaya-Guerra, 2003). Las proteinas del grano de maiz, zeinas, han sido
ampliamente estudiadas, de donde se ha concluido que hay al menos 5 fracciones
proteicas(a, 3,0 y y zeina, principalmente), las cuales, cabe mencionar que desde el punto de
vista de balance de amino&cidos, son muy bajas en lisina y triptéfano (Graham et. al.,
1990).

Estas proteinas se encuentran principalmente en el endospermo, las cuales representan el
60% de la proteina total, siendo glutelinas (26%), albiminas y globulinas (6%) el resto
(Wilson, 1987). Las zeinas se consideran prolaminas pero la clasificacion moderna las
incluyen dentro de las prolaminas y proteinas que son solubles en una mezcla de agua y
alcohol con un agente redactor.

Tabla 1. Composicion quimica proximal de las partes anatémicas principales de los granos de
maiz en base seca.

Componente quimico Pericarpio (%) Endospermo (%) Germen (%)
Proteina 3.7 8.0 18.4
Extracto etéreo 1.0 0.8 33.2
Fibra cruda 86.7 2.7 8.8
Cenizas 0.8 0.3 10.5
Almidoén 7.3 87.6 8.3
Azucar 0.34 0.62 10.8

Fuente: Watson, 1987.
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Fig. 2. Estructura del grano de maiz: corte longitudinal (FAO, 2008).

El aceite de grano de maiz esta fundamentalmente en el germen y viene determinado
genéticamente, con valores que van del 3 al 18%. Este aceite contiene niveles relativamente
elevados de acidos grasos poliinsaturados, fundamentalmente acido linoleico, con un valor
medio de 24%. Este aceite es relativamente estable por contener Unicamente pequefias
cantidades de acido linolénico (0.7%) y niveles elevados de antioxidantes naturales.

La fibra en el grano de maiz se encuentra principalmente en el pericarpio y la capa
terminal; el restante esta en las paredes celulares del endospermo y en menor medida, en las
del germen. El salvado de maiz esta formado por un 75% de hemicelulosa, 24.9% de
celulosa y 0.1% de lignina en base seca (Serna-Saldivar, 1996).
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La concentracion de cenizas dentro del grano es aproximadamente de 1.3%, ligeramente
menor que el contenido de fibra cruda, del cual, el 78% es proporcionado por el germen,
siendo el Fosforo y el Magnesio los minerales mas abundantes. Como es comun en los
cereales, el maiz presenta una baja concentracion de Calcio y oligoelementos (Bressani et.
al., 1989).

Ademas de estos nutrientes, el grano de maiz presenta vitaminas, tanto liposolubles, como
provitamina A, vitamina E y vitaminas del complejo B. La provitamina A puede variar
segun la genética del grano del maiz, ya que esta en forma de carotenoides, siendo el maiz
amarillo el mas rico en esta vitamina. La vitamina E esta principalmente en el germen. Las
vitaminas hidrosolubles estdn mayormente almacenadas en la capa de aleurona y en menor
medida en el germen y en el endospermo. Se han encontrado cantidades considerables de
tiamina, riboflavina y niacina, siendo ésta la méas estudiada debido a la asociacion con la
deficiencia de niacina (pelagra), fendmeno altamente difundido en poblaciones que
consumen gran cantidad de maiz (Serna-Saldivar, 1996). Este padecimiento puede evitarse
con el cocimiento alcalino, ya que la niacina esta ligada y durante este proceso se libera,
pero aun asi, el hecho de que se presente pelagra en una poblacién también esta asociado al
desequilibrio de aminoacidos (Bressani et. al., 1990; Serna-Saldivar, 1996).

El maiz como fuente principal de nutrientes en México

Como ya se menciond con anterioridad, el maiz (Zea mays L.), desde la época
precolombina hasta la actualidad, es el alimento principal de la poblacion mexicana y parte
importante en la dieta de muchos paises de América. Tanto del grano entero como del
grano procesado y molturado (masa) se pueden obtener gran cantidad de productos, como
pozole, pinole, tortillas, tamales y tostadas, ademéas de que el grano sirve como sustrato
para la produccion del hongo comestible, huitlacoche. A nivel mundial el 21% del maiz
producido se consume directamente como alimento, en México esa cifra aumenta hasta el
68%, teniendo un consumo per cépita de 127Kg (Morris, 1998), principalmente como
tortilla procedente de harina nixtamalizada.
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Proceso de nixtamalizacion

La nixtamalizacion es un proceso antiguo que data de la época prehispanica, que consistia
en el cocimiento de este cereal en cenizas de lefia, y que al mezclar con el agua se convertia
en una lejia alcalina que modificaba las propiedades fisicas, quimicas y sensoriales del
grano cocido (Amador, 1999). Actualmente este proceso continua siendo utilizado, a nivel
artesanal o industrial, sustituyendo las cenizas de lefia por la cal apagada o Ca(OH),. Este
proceso, consiste en el cocimiento del grano de maiz en una solucién alcalina a
temperaturas que oscilan de 80-100 °C por 30-45 minutos, para posteriormente dejar en
reposo el grano en soluciones acuosas de hidroxido de calcio Ca(OH),, por tiempos largos
de 8-24 horas (Fig 3). La solucién de coccidn o nejayote es drenada y el grano es lavado,
posteriormente el grano nixtamalizado es sometido a una molienda y secado para la
produccion de harina para la elaboracion de tortilla y productos derivados como frituras,
totopos, tostadas, etc. (Serna et. al.. 1993).

A partir de este proceso, se pueden obtener una amplia gama de productos, segin la
variedad y el empleo del grano utilizado para el proceso, asi como variaciones en el
proceso. Dentro de los productos mas comunes podemos mencionar la harina, masa y
tortilla de maiz nixtamalizado.

» Harina. La harina de maiz, se puede obtener de diferentes procesos, su obtencion se
basa en el secado del producto de la molienda del grano, el material seco es
separado por el tamafio de particulas. Esta se formula para los diferentes productos
que se deseen obtener, y es menos cohesiva que la masa fresca (Lobeira et. al.
1998).

» Masa. La masa es el producto obtenido a partir de la molienda del grano de maiz
cocido, mediante molinos de piedra u molinos de martillos a nivel industrial, para la
obtencion de harinas o la masa directamente con la adicion de agua (625 mL agua /
kg maiz) durante la molienda y el posterior amasado de 2—-3 min, para obtener una
masa con caracteristicas reoldgicas adecuadas. Este producto es la base para la
preparacion de harinas instantaneas, tortillas y productos derivados (Khan et. al.
1982).

» Tortilla. Este producto es el de mayor consumo a nivel nacional, ademas de ser el
mas popular. Comercialmente, puede variar mucho en cuanto a calidad, debido a
que no hay un proceso estandarizado a nivel mediana o0 pequefia empresa.
Actualmente la industria de la tortilla utiliza aditivos (conservadores,
blanqueadores, entre otros) que afectan las propiedades sensoriales (sabor, color y
olor principalmente) de este producto.
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Fig 3. Proceso de nixtamalizacion tradicional (Serna et. al., 1993).

Las principales caracteristicas de la tortilla son: consistencia, flexibilidad, firmeza,
uniformidad de su estructura, color, aspecto higiénico, vida de anaquel y caracteristicas
sensoriales como sabor, aroma, textura (INEGI, 2005, Enriquez, 2003 y San Vicente,
1996). Asi mismo este producto tiene malas caracteristicas en relacion a las condiciones en
las que fue realizada o pierde estos atributos con respecto al tiempo, manifestindose
principalmente con caracteristicas de textura (Bedolla et. al., 1983 Cortés et. al., 2005 y
Khan et. al., 1982) alta dureza, fracturabilidad (Gorton 1984), pérdida de rolabilidad
(Suhendro et. al., 1998) y pérdida de color (Martinez et. al., 2001), entre otros.
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En nuestro pais el consumo de productos derivados del maiz nixtamalizado es de
aproximadamente 300g per cépita diario en promedio (INEGI, 2005), es decir, la demanda
de estos productos es alta, por lo que la industria debe buscar la modernizacion de sus
procesos Yy la adaptacién de proceso continuos de produccion con la finalidad de aumentar
la produccién, minimizando el consumo de insumos (agua y energia) sin descuidar la
calidad de los productos.

Cambios nutrimentales durante la nixtamalizacion

La transformacion del maiz en tortillas requiere un proceso en el que se utiliza,
basicamente, agua, calor e hidroxido de calcio. Estos tres elementos influyen en la
composicion quimica del grano de maiz procesado, dando lugar a modificaciones fisicas y
quimicas en la estructura del mismo, afectando pericarpio, endospermo y germen. Los
cambios se deben a las pérdidas materiales de grano y a las pérdidas quimicas, que pueden
derivar de la destruccion de algunos elementos nutritivos y de la transformacién quimica de
otros (Bressani, 1990a). En el presente trabajo se ahondara en los cambios fisicoquimicos y
nutricionales del grano, haciendo hincapié en el endospermo, parte primordial en la
produccion de tortillas de maiz.

Dentro de los cambios maés significativos es el cambio del valor nutricional de la proteina.
Se ha reportado que la zeina, proteina principal del grano y nutricionalmente pobre,
disminuye su solubilidad (Watson, 1987 y Vivas et. al., 1987), mientras que la glutelina,
con mejor balance aminoacidico, aumenta su solubilidad (Trejo et. al., 1982 y Vivas et. al.,
1987),aumentando la disponibilidad de aminoacidos esenciales en el grano como lisina (2.8
veces), triptéfano, la relacion isoleucina-leucina (1.8 veces).

Otros autores sefialan que, bajo ciertas condiciones, ocurre el caso contrario. Se ha
observado que la coccion con cal decrementa ligeramente la digestibilidad de la proteina y
la biodisponibilidad de la lisina, lo que genera una disminucion en la digestibilidad de la
proteina de la tortilla, siendo 3% mas baja que en el grano de maiz (Serna Saldivar et. al..,
1987, 1988Db).
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Ademas, se han detectado pequefias pérdidas de arginina y cistina a causa del tratamiento
en agua de cal en el maiz comin y en el maiz de alta calidad proteica (QPM). En la masa
comercial, encontraron 0.020 g de lisinoalanina por cada 100 g de proteinas, y en las
tortillas 0.081 g por cada 100 g de proteinas (Sanderson et. al.1978).

Diferentes reportes han encontrado pequefias pérdidas de triptdéfano en las tortillas de maiz
comun (11%) y en el maiz QPM (15%) (Ortega et. al.. 1986). Otras investigaciones
reportaron pérdidas mas elevadas de ambos aminoacidos en el maiz comun y en el maiz
QPM transformado en tortillas mediante procedimientos de elaboracion tradicional
campesina(Bressani et. al. (1990b).Asimismo, se han indicado también que, dadas las
pequefiisimas pérdidas de lisina del producto alcalino, probablemente habia cantidades
minimas de lisinoalanina en las tortillas de maiz comudn y en el maiz QPM empleadas en su
experimento Ortega et. al. (1986).

Otro fendbmeno importante durante la nixtamalizacion es la gelatinizacion del almidon.
Dicho proceso, es un cambio en la estructura de las moléculas de almidon, presentando una
fase de transicion del estado ordenado al estado desordenado (Gunasekaran et. al., 2006).
En este proceso, el granulo absorbe agua, en presencia de calor. La parte interna muestra un
cambio en su estructura de manera tal que cuando un granulo de almidén es calentado en
agua, con la progresiva hidratacion se rompen los enlaces mas débiles (enlaces de
hidrégeno) en las areas amorfas, desapareciendo la estructura altamente ordenada
(cristalina) debido a la fusion, ocurriendo el hinchamiento de la amilosa (parte amorfa o
desordenada) contenida en los granulos. Las moléculas de este polimero son solubilizadas y
pasan a la parte externa del granulo rodeando a las cadenas de amilosa, hasta llegar a la
posible pérdida de la estructura radial (Badui, 1999; FAO, 2008; Fennema, 1982). Este
proceso ocurre durante la nixtamalizacion solo de manera parcial (Mondragén et. al. 2004,
Tovar et. al. 2004, Fernandez et. al. 2006 y Laria et. al. 2007).

El procedimiento de gelatinizacidn requiere energia (Gunasekaran et. al., 2006) y puede ser
estudiando empleando un andlisis térmico mediante calorimetria diferencial de barrido
(DSC), donde se detectan los cambios en el flujo de calor, revelando los cambios en la
temperatura de inicio (To), la temperatura maxima (Tp) y la temperatura a la cual termina
(Te), la gelatinizacion, ademas dela energia requerida para que este fendbmeno acontezca.
Es un proceso endotérmico y se caracteriza por varios cambios particulares de la estructura
granular, como el hinchamiento y disolucién de granulos, la exudacion de algunos
complejos moleculares y pérdida del grado de cristalinidad (Arambula et. al. 1998).
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Es importante hacer notar que la proporcion de los diferentes componentes del almidon
(amilosa y amilopectina) pueden provocar variaciones en el fendmeno de la gelatinizacién,
afectando la cantidad de humedad y el rango de temperatura necesarios. Valores bajos de
entalpias de gelatinizacion fueron reportados debido a la alta proporcién de amilosa y baja
proporcion de amilopectina, en almidones de diversas fuentes (Singh et. al. 2006;
Huijbrechts et. al., 2008).

Otros efectos importantes son la liberacion de niacina, el aumento en la cantidad y
disponibilidad del calcio (Bressani et. al., 1958; Cuevas et. al., 2006; FAO, 2008, Tonella
et. al., 1983 y Watson, 1987) y la pérdida de cantidades importantes de fibra dietética,
debido a la pérdida de la mayoria del pericarpio en el proceso de nixtamalizacién (Serna
Saldivar et. al., 1991).

Elaboracién de tortillas de maiz

Elaboracién artesanal

En la literatura, se ha descrito el proceso de coccion alcalina del grano de maiz en zonas
rurales, para el mayor entendimiento de los fendmenos ocurridos a nivel laboratorio e
industrial. En los 1940’s se describié el proceso llevado en México, el cual consiste en
mezclar una parte de maiz integral con dos partes de una solucion de cal al 1%
aproximadamente. La mezcla es calentada a 80°C durante un lapso de 20 a 45 minutos y se
deja reposar toda la noche. Al dia siguiente, se decanta el liquido cocido (nejayote), y el
maiz (nixtamal) es lavado de dos a tres veces con agua para eliminar las cubiertas
seminales, la capa terminal, la cal sobrante y las impurezas del grano (lllescas 1943).
Originalmente, se convertia el maiz en masa moliéndolo varias veces con una piedra plana
(metate) hasta que las particulas alcanzaran la finura deseada. En la actualidad, la molienda
inicial se realiza con un molino de discos para posteriormente refinar la masa con el metate.
Al terminar el procedimiento, se toman unos 50g de masa y se aplanan, cociéndolo luego
por ambos lados en una plancha metalica caliente (comal) o placa de arcilla para obtener la
tortilla. Estas tortillas generalmente son gruesas y poco flexibles, diferentes a las
producidas a nivel industrial.
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Elaboracién industrial

Diversos factores, entre ellos la migracion del campo a la ciudad, hicieron surgir una
demanda de tortillas cocinadas o precocidas, de facil y rapido consumo. Se ided el equipo
necesario para transformar el maiz en bruto en maiz nixtamalizado para la produccion de
masa y tortillas, y asi iniciar la produccion industrial de harina a gran escala. Después de la
Segunda Guerra Mundial, la produccién mecanizada de tortillas adquirié importancia en
México hasta hoy en nuestros dias. En las zonas urbanas hay dos lineas de produccion de
tortilla, a) pequefias industrias caseras que siguen el procedimiento descrito como
“artesanal” y b) la produccidn a gran escala de harina instantanea.

En el primer caso, puede presentarse el uso de maquinaria y equipo para la produccién de
volimenes mayores. Esto ha sido posible gracias al empleo de molinos rotatorios y de la
maquina tortillera disefiado por Romero en 1908 y sus posteriores modificaciones. El
proceso se basa en hacer pasar la masa por un tambor metalico rotatorio que la corta en
forma de tortillas; éstas caen a una cinta transportadora o sartén de coccién continua y
desembocan en un receptaculo situado al final de la cinta. Esta pequefia industria puede
utilizar harina industrial para tortillas o maiz integral, en cuyo caso la masa se cuece en
receptaculos de grandes dimensiones (Bressani, 1990a).

La otra variante, la transformacion industrial, se enfoca en la produccion a gran escala del
maiz en harina instantdnea precocida para tortillas. El procedimiento, que ha sido descrito
por diversos investigadores (Deschamps, 1985, Serna-Saldivar, 1990), se basa en el método
utilizado tradicionalmente en las zonas rurales. EI maiz se selecciona segun su contenido de
humedad, pues si el grano tiene mucha humedad planteara problemas de almacenamiento y
tecnoldgicos. Durante la fase de limpieza, se eliminan todas las impurezas, como suciedad
y hojas. Una vez limpio, el maiz se almacena. De ahi se transporta a las instalaciones de
elaboracion para su coccion en agua con cal, convirtiéndolo en nixtamal, ya sea en tandas o
mediante un procedimiento de elaboracion continua. Tras su coccién y macerado, el maiz
tratado se lava con agua a presién o pulverizacion y se tritura hasta que forme una masa que
se lleva a un secador y se convierte en harina. Dicha harina, formada por particulas de todos
los tamarios, se pasa por un tamiz que separa las particulas gruesas de las finas. Las
particulas gruesas se reprocesan en el molino y las finas, que constituyen el producto
acabado, se envian a las instalaciones de empaquetado, donde se envasan en bolsas de papel
reforzado. El rendimiento industrial de la harina de maiz nixtamalizado fluctla entre el 86 y
el 95%, segun el tipo de maiz, calidad de los granos enteros y las condiciones en que se
realiza el tratamiento con cal, siendo éstos mayores al rendimiento artesanal.
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La harina resultante es un polvo fino, seco, blanco o ligeramente amarillo que tiene el olor
caracteristico de la masa de maiz. Dicha harina, mezclada con agua, proporciona una masa
adecuada para elaborar tortillas, tamales, atoles, entre otros. Oscila entre un 10 y 12% de
humedad. Si la humedad es superior, es susceptible a contaminacidon microbiana,
especialmente hongos, ya que su Aw es muy baja, lo que no hace viable el crecimiento
bacteriano. Otra cuestion que afecta la estabilidad de la harina es la rancidez, que
normalmente no constituye un problema salvo que se empaquete a altas temperaturas. El
tiempo minimo para que la harina se deteriore es de cuatro a seis meses en invierno y de
tres meses en verano (Del Valle, 1972).

Fortificacion de tortillas de maiz

La tortilla de maiz se considera una excelente fuente de calorias debido a su alto contenido
de almidon y al igual, una excelente opcidn para personas que tienen intolerancia al gluten.
Desafortunadamente, la tortilla de maiz adolece de una buena calidad proteica y de niveles
adecuados de micronutrientes y fibra dietética (Serna-Saldivar y Amaya-Guerra, 2008).

México produce mensualmente méas de 230,000 toneladas de harina nixtamalizado de maiz,
lo que equivale a 370,000 toneladas de tortillas y un consumo mensual de 4.1Kg de
tortilla/persona (Serna Saldivar, 1998). La tortilla y productos afines son los productos méas
consumidos por la poblacion, observandose que mientras mas bajo el nivel socioeconomico
hay una mayor dependencia hacia este alimento. Dentro de las zonas rurales, el maiz provee
alrededor del 70% de calorias y el 50% del consumo total proteico. Este ultimo dato es de
suma importancia, ya que, como se menciond anteriormente, las zeinas son deficientes en
aminoacidos esenciales lisina y triptéfano, por lo que esto puede repercutir en
enfermedades por deficiencia de proteina como marasmo y en casos extremos, kwaishorkor
(Serna Saldivar, 1998; Amaya-Guerra, 2003).

Desde mediados del siglo pasado y en la década de 1970’s, se han desarrollado
investigaciones y planes de suplementacion de la tortilla de maiz con otra fuente proteica
gue ayude al balance de aminoacidos esenciales. Dentro de estos rubros, se pueden citar
numerosos trabajos del Dr. Ricardo Bressani, donde estudi6 mezclas de maiz con
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suplementacion con aminoacidos (Bressani et. al., 1968), con diversas leguminosas como
frijol negro (Bressani et. al., 1962; Navarrete et. al., 1981), frijol y vitaminas y minerales
(Contreras et. al., 1981), caupi (Vigna sinensis), frijol de arbol (Cajanus cajan), haba (Vicia
faba), soja verde (Phaseolus aureus o Vigna radiata) y soya (Glycine max) (Bressani et.
al., 1982, 1985, 1988; Noor et. al., 1984), asi como otras fuentes vegetales como amaranto
(Mendoza y Bressani, 1987; Imeri et. al., 1987; Bressani, 1994), alforfén o trigo sarraceno
(Fagopyrum esculentum) (Bressani et. al., 1959; Wyld et. al., 1959), semilla de algodon
(Gossypium hirsutum) (Elias y Bressani, 1971), ajonjoli (Sesamum indicum) (Zaghi y
Bressani, 1969), bledo, chipilin, hierbamora (Bressani, 1983), entre otros; los cuales, han
presentado un buen balance de aminoéacidos, pero algunos grupos poblacionales no tienen
los recursos econdmicos o la disponibilidad para adquirir estos alimentos (Serna-Saldivar y
Amaya-Guerra, 2008).

Uno de los intentos mas notorios en esta misma década para la suplementacion de la tortilla
de maiz fue del Dr. Chavez Villasana, quien disefidé una “super tortilla”, la cual contenia 8%
de harina desgrasada de soya; Tiamina, Niacina, Riboflavina, Acido folico, Hierro y Zinc.
Esta tortilla tuvo excelentes resultados nutricionales entre la poblacién estudiada, no asi los
sensoriales, ya que la soya impartia un sabor peculiar. Posteriormente se mejoro, creando
una tortilla mejorada con s6lo 6% de aislado proteico de soya, la cual reporté caracteristicas
sensoriales similares a la tortilla regular (Serna-Saldivar, 1996a, Mufioz de Chavez y
Chavez, 1997).

A la fecha, la Unica fortificacion estipulada a la harina de maiz en México existe desde
1999, cuando el gobierno federal y las empresas fabricantes firmaron un convenio para
enriquecer todas las harinas fabricadas en México con 5mg/Kg de vitamina B1, 3mg/Kg de
B2, 35mg/Kg de niacina, 2mg/Kg de acido félico y 30mg/Kg de hierro y 20mg/Kg de zinc
(ENSANUT, 2006).

La fortificacion proteica de la tortilla ha quedado al margen de esta situacion, fuera de
programas sociales, al igual que la de fibra dietética. EI grupo MASECA® fabrica un tipo
de harina nixtamalizado con soya y la reparte entre comunidades rurales del pais pero esta
actividad no ha tenido eco en todas las industrias relacionadas debido a varios factores,
entre ellos el costo extra que implica la fortificacion, la resistencia al cambio y falta de
literatura cientifica que avale los beneficios y efectos de la fortificacion de la tortilla
(Amaya-Guerra, 2003).
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Desnutricion

Panorama general

La nutricion es el proceso a través del cual el organismo obtiene de los alimentos la energia
y los nutrimentos necesarios para el sostenimiento de las funciones vitales y de la salud. La
ingestion inadecuada de alimentos en cantidad o calidad ocasiona la mala nutricion, la cual
se asocia con defectos en diversas funciones y con un aumento en el riesgo de varias
enfermedades, por lo que la nutricidn es uno de los principales determinantes en el proceso
salud-enfermedad (ENSANUT, 2006).

La mala nutricion resultante del consumo excesivo de alimentos o de energia conduce al
sobrepeso 0 a la obesidad, reconocidos factores de riesgo para varias enfermedades.
Ademas, al interactuar con factores geneéticos, los patrones de consumo excesivo de
determinados alimentos o nutrimentos pueden conducir a padecimientos, como las
enfermedades cardiovasculares, la diabetes y algunos tipos de cancer.

En cambio, la mala nutricion que resulta del consumo deficiente de alimentos o nutrimentos
se conoce genéricamente como desnutricion, la cual tiene como causas bioldgicas
inmediatas la ingestion dietética inadecuada y la elevada incidencia de enfermedades
infecciosas y parasitarias que aumentan las necesidades de algunos nutrimentos,
disminuyen su absorcién, o provocan pérdidas de micronutrientes. Sin embargo, tanto la
ingestion inadecuada de nutrimentos como la alta incidencia de enfermedades tienen sus
raices en la pobreza y en la falta de servicios sanitarios y de salud afectivos al alcance de
toda la poblacion.

La deficiencia nutricional puede deberse a un consumo alimentario en cantidad insuficiente
(desnutricion primaria), a problemas en la utilizacion de los nutrientes por parte del
organismo debido a problemas de absorcion, metabdlicos, o por una demanda exagerada,
ya sea patoldgica o funcional (desnutricion secundaria); también puede haber formas
mixtas de desnutricion. Por lo que se refiere a la duracion de la deficiencia, la desnutricion
se puede catalogar en aguda, asociada con adelgazamiento, y crénica, cuando la
persistencia prolongada de la desnutricion detiene el crecimiento o produce alteraciones
organicas ademas de la pérdida de peso. Es posible reconocer también formas cronicas
agudizadas de desnutricion.
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La hambruna y la malnutricion en paises subdesarrollados y en vias de desarrollo son de los
problemas que aln presenta la humanidad en pleno siglo XXI. La desnutricion afecta
principalmente a los nifios en los primeros tres afios de vida, aunque las deficiencias de
varios nutrimentos también pueden observarse durante la edad escolar y en mujeres de edad
fértil (ENSANUT, 2006), provocando enfermedades como kwashiorkor, marasmo y
deficiencia de algunos micronutrimentos que inhiben el crecimiento y debilitan al
organismo, afectando de manera importante las etapas fisioldgicas durante toda la vida
(Serna-Saldivar y Amaya-Guerra, 2008).

Desnutricion proteinica

Las necesidades de energia de los individuos estan en funcion del gasto energético y de los
ajustes requeridos para atender a circunstancias tales como el crecimiento, el embarazo, la
lactancia u otras. Dosis de energia mayores 0 menores que las necesarias estan asociadas a
determinados efectos perjudiciales.

Las necesidades de proteinas se establecen, en lo cuantitativo, de acuerdo a las necesidades
totales de nitrogeno vy, en lo cualitativo, por el contenido de aminoacidos esenciales y la
digestibilidad de la proteina.

A diferencia de las necesidades de energia, si la ingesta de proteinas es mayor que la
requerida para el metabolismo el excedente se metaboliza y se excreta en los productos
terminales, ya que las proteinas no se almacenan en el organismo como lo hace la energia
en el tejido adiposo. Asi, y en la medida que no se han detectado efectos perjudiciales para
el organismo por ingestas de proteinas moderadamente superiores a las necesidades, se
recomienda la llamada dosis inocua de ingestion.

En el Informe FAO/OMS/ONU (1990) la determinacion de las necesidades de proteinas se
baso en el calculo de las pérdidas obligatorias de nitrogeno. Esas necesidades -que se
miden en gramos- se consideraron constantes para las personas de igual peso dentro de un
mismo tramo de edad. De alli que su expresion primaria corresponda a los gramos de
proteinas por kilogramo de peso corporal.
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A su vez, no todos los aminoacidos necesarios en la sintesis de proteinas para el
crecimiento, el sostenimiento y la reparacion tisular, son provistos por el organismo, por lo
que debe suministrarlos el alimento ingerido. Estos aminodcidos (9 en total) se denominan
aminoéacidos esenciales, y el valor nutricional de las proteinas esta en relacion directa con el
contenido de los mismos. Las proteinas de origen animal, en particular las del huevo y la
leche, los contienen en cantidades y proporciones ideales, razon por la cual se las considera
proteinas de alta calidad y se las utiliza como referencia para establecer las
recomendaciones de este nutriente.

Cuando se compara el contenido de aminoacidos de una determinada proteina con el de la
proteina de referencia, el aminoacido esencial que se encuentra en menor proporcion se
denomina aminoacido limitante, y el valor de dicha proporcion representa el computo
quimico de la proteina. Este, conjuntamente con la digestibilidad de la misma (proporcion
de nitrogeno del alimento que es absorbida por el organismo), determina la calidad de la
proteina dietética.

Se debe tener presente que las necesidades de proteinas presuponen la satisfaccion de las
necesidades de energia, porque de lo contrario parte de los aminoacidos de la dieta son
utilizados como fuente de energia y no en la sintesis de proteinas (ONU, 1991).

En los nifios, la desnutricién proteico-caldrica tiene un efecto devastador en el crecimiento
corporal, debido a la posibilidad de desarrollo de marasmo o kwashiorkor. . EI marasmo se
trata de un cuadro clinico presente en el primer o segundo afio de vida del nifio, aunque
puede aparecer también en edades mas avanzadas. Se caracteriza por un gran
enflaquecimiento, alcanzando la pérdida ponderal al 40% o mas en relacion con la edad. En
los estados mas avanzados de la enfermedad, el infante presenta la piel arrugada, de color
palida grisacea y seca (aspecto de anciano). Ademas, ésta puede adelgazarse y lucir un
aspecto brillante, hasta aparecer ulceraciones. El estado psiquico y mental se ve afectado de
manera importante, ya que suele haber conciencia del individuo pero suele presentarse un
estado de tristeza y ansiedad, pasando de la irritabilidad a la apatia 0 somnolencia. Muestra
gran tendencia a succionarse los dedos, asi como presentar un llanto débil y mondétono (a
veces sin causa aparente). Se presenta presion cardiaca baja y/o irregular en la mayoria de
los casos. Las infecciones son muy comunes Yy contribuyen a empeorar el cuadro de
desnutricion, siendo la causa de muerte principal (Singh, 1976).
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El kwashiorkor es méas frecuente en el lactante mayor y en el preescolar. La causa principal
de la enfermedad es una dieta deficitaria en proteinas, presentando edemas, alteraciones
digestivas (diarrea, vomitos e inapetencia) como caracteristicas principales. Otro de los
rasgos caracteristicos es el gran problema psiquico que ocurre en el infante, presentando
gran indiferencia a los estimulos del mundo externo vy, es una actitud general, permanecer
postrados sobre la cama, debido a la debilidad. Otros rasgos importantes son: alteraciones
del cabello, resequedad de la piel, problemas del sistema circulatorio (hipotension,
disminucion de la frecuencia cardiaca y tiempo de circulacion prolongado), una anemia
generalizada y diarrea permanente.

El papel de la fibra dietética en la dieta

La fibra dietética (FD) es definida como los componentes enddgenos de los materiales de
plantas en la dieta que son resistentes a la digestion enzimatica humana (Anderson, 1987).
Esta basicamente formada por lignina, celulosa y sustancias relacionadas a la hidrolisis o
digestion por medio de las enzimas alimentarias del humano. En su estado natural, las
fibras vegetales forman unidades funcionales y gran variedad de polisacaridos formados
por largas cadenas de cientos de moléculas de glucosa o con la presencia de otros azucares,
en forma lineal, o con ramificaciones y con diferentes pesos moleculares. Estos
polisacaridos se encuentran mezclados entre si, en forma muy compleja, lo que dificulta su
clasificacion quimica y estructural (Eastwood, 1973).

Aunque las necesidades de FD estan relacionadas con la edad, el sexo y el aporte energético
tanto en nifios como en adultos, las recomendaciones actuales estan en 14 g/1.000 kcal.
Teniendo en cuenta que las necesidades caléricas medias de la mujer adulta son de unas
2.000 kcal/dia y las del varén de 2.600 kcal/dia, la dosis de FD recomendada seria de 28
g/dia para la mujer y de 36 g/dia para el vardn. Estas dosis estan basadas en los niveles de
ingesta en los que se ha observado proteccion contra la enfermedad cardiovascular en
estudios clinicos y epidemioldgicos (Anderson et. al., 2009).

Varios investigaciones han reportado que la gente que vive en distritos rurales (por ej.
Zonas rurales de Africa), que se alimenta productos vegetales no refinados y por lo tanto,
ricos en fibra dietética, muestran una baja tasa de constipacion intestinal, enfermedad
diverticular, cancer de colon, diabetes mellitus, arterioesclerosis, principalmente. Por otra
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parte, estas enfermedades son relativamente frecuentes en Occidente y zonas conurbanas,
las cuales, son deficientes en fibra dietética (Wisker et. al., 1985). Por lo tanto, la falta de
este tipo de compuestos en la dieta se ha visto directamente relacionada a un aumento en la
probabilidad de desarrollar enfermedades cardiacas, accidentes cerebro — vasculares,
sindrome metabdlico y canceres del tracto digestivo.

Clasificacion

La fibra dietética puede clasificarse de acuerdo a su solubilidad en agua como solubles e
insolubles. Sus propiedades y efectos fisioldgicos estan determinados principalmente por
las proporciones que guardan estas dos fracciones, sin importar su origen (Sanchez, 2005).

» Fibra Soluble. La fibra soluble forma una dispersion en agua; la cual conlleva a la
formacion de geles viscosos en el tracto gastrointestinal, presentando la propiedad
de retardar la evacuacion gastrica. En algunos casos, puede ser saludable, haciendo
maés eficiente la digestion y absorcion de alimentos y generando mayor saciedad.
Este tipo de fibra es altamente fermentable y se asocia con el metabolismo de
carbohidratos y lipidos (De la Llave, 2004).

» Fibra Insoluble. La fibra insoluble aumenta el volumen de las heces hasta 20 veces
su peso, debido a su capacidad de retencion de agua, y se relaciona con la
proteccion y alivio de algunos trastornos digestivos como estrefiimiento y
constipacion (Zambrano, et. al.., 1998). Esta fibra no se dispersa en agua, estéd
compuesto de celulosa, hemicelulosas y ligninas (Priego, 2007).

La fibra insoluble esta relacionada a la prevencion de arterioesclerosis, ataques cardiacos y
embolias cerebrales; mejoramiento de la funcion intestinal y prevencion de diabetes. Entre
los principales tipos de fibra soluble se pueden encontrar las gomas, pectinas, 3 - glucanos,
inulinas (fructooligosacaridos), mucilagos, principalmente.
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Efectos sobre el organismo

Accidn sobre lipidos séricos y colesterol

Son numerosas las publicaciones que demuestran los efectos positivos de la FD en la
prevencion del riesgo cardiovascular. Sin embargo, son pocos los estudios que han
investigado en este campo el mecanismo de accion de la fibra.

Los efectos fisioldgicos de la FD sobre el metabolismo del colesterol no se conocen con
exactitud. Se sabe que la primera accién de la fibra soluble tiene lugar en la luz intestinal,
actuando principalmente sobre la capacidad de la fibra para unirse a los acidos biliares,
formando micelas y aumentando la excrecion de los mismos. Alternativamente, se ha
indicado que la fibra puede formar una fina capa en la luz intestinal, que actia como
barrera fisica disminuyendo la reabsorcion de grasas, incluyendo colesterol y acidos
biliares.

Las alteraciones producidas por estos polimeros en la homeostasis de los acidos biliares al
interrumpir su circulacion enterohepatica, aumentan la conversion en el higado de
colesterol en acidos biliares, disminuyendo los depdsitos de colesterol libre hepatico. Para
restaurar estos depositos se produce una regulacion al alta de los receptores de LDL, dando
lugar a una disminucion del colesterol- LDL plasmatico (Theuwisen et. al. 2008;
Fernéndez, 2001).

Por otra parte, la fibra soluble al sufrir la fermentacion por bacterias entéricas del colon,
produce &cidos grasos de cadena corta, como son el acetato, propionato y butirato,
principalmente. La accion de éstos es la supresion de la sintesis de colesterol en el intestino
(Hara et. al., 1999). Este efecto se relaciona con el resultado de estudios recientes que
comprueban que los acidos grasos de cadena corta, principalmente el propionato y el
butirato, regulan la baja expresion de nueve genes implicados en la biosintesis intestinal de
colesterol (Alvaro et. al., 2008).

A su vez, la FD puede presentar un efecto antihipertensivo. El proceso no esta
completamente dilucidado pero se sabe que puede estar en relacion con el beneficio que
presenta sobre otros factores de riesgo cardiovascular, como el descenso de proteina
reactiva C (Vos et. al., 2007).
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Diabetes y fibra dietética

Los mecanismos por los que la FD influye en la disminucion del riesgo de diabetes, asi
como sobre el padecimiento, parecen ser los siguientes:

1)

2)

Disminucion de la glucosa postprandial y aumento de la sensibilidad a la insulina: la
fibra retrasa el paso del alimento desde el estomago al duodeno y aumenta la
viscosidad del contenido intestinal, lo que sobrelleva un mayor tiempo de transito
intestinal y por ende, en la absorcion de carbohidratos, disminuyendo la glucosa
postprandial y la respuesta de insulina. Como la FD suele tener un bajo indice
glucémico, también contribuye al menor aumento de glucosa postprandial y de
demanda de insulina (Aleixandre y Miguel, 2008; Koh-Banerjee y Rimm, 2003). A
su vez, otros estudios demuestran que el consumo de FD se asocia positivamente
con la sensibilidad a la insulina e inversamente con la insulina en ayunas (Casas-
Agustench et. al., 2009; Liese et. al., 2005). Los sujetos con resistencia a la insulina
desarrollan frecuentemente diabetes tipo 2, por lo que las dietas ricas en FD
contribuirian a reducir el posible riesgo a padecerla.

Saciedad y disminucion de peso: numerosas investigaciones han comprobado un
aumento de la saciedad postprandial posteriormente a la ingesta de FD, tanto
soluble como insoluble (Howarth et. al., 2001), aunque en algunos tipos de FD no
se ha evidenciado este efecto (Howarth et. al., 2003). Otro punto a notar es que la
FD fermentable aumenta la secrecion intestinal del péptido glucagon-likel, el cual
parece influir en la regulacion de la saciedad postprandial (Aleixandre y Miguel,
2008; Weickert y Pfeiffer, 2008).

Ademas, se ha referido una relacién inversa entre el consumo de FD y el peso corporal, que
ayudaria a reducir tanto el riesgo de obesidad como de diabetes (Ludwig et. al., 1999;
Papanikolaou y Fulgoni, 2008).

La desnutricién en México

En los altimos 20 afios, México ha cambiado drasticamente sus estadisticas de desnutricion,
pasando de niveles importantes de desnutricién aguda (emaciacion) y la prevalencia de baja
talla en nifios menores de 5 afios a un indice de sobrepeso y obesidad considerado una
epidemia, ademas de presentar un sesgo cada vez mayor entre estado nutricio de los estados
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del norte de la Republica comparados con los del sur y zonas con una alta densidad de
poblacién indigena (SEDESOL, 2008).

Debido a estos problemas, México presenta una situacion nutricional por debajo de lo
esperado para su nivel de desarrollo. La desnutricion crénica sigue siendo un reto para la
salud publica del pais, teniendo estadisticas dispares en el nivel de nutricion de infantes
segun la zona geogréfica. Por otro lado, se tiene una epidemia de sobrepeso y obesidad, con
datos de que 1 de cada 3 personas entre 20 y 49 afios tiene un indice de masa corporal
(IMC) igual o superior a 30 (ENSANUT, 2006; SEDESOL, 2008).

Datos de la UNICEF indican que aproximadamente el 43% de la poblacion mexicana sufre
de algun tipo de malnutricion, ya sea por deficiencia de proteinas, hierro, vitamina A y
algunas vitaminas del complejo B. Segin datos de la Secretaria de Salud (SSA), indican
que en el pais existen 2.4 millones de nifios mexicanos que tienen un retardo importante en
su crecimiento, de los cudles, alrededor del 85% viven en el centro y sur del pais (ONU).

En las condiciones especificas de México ha quedado bien establecido que el principal
problema de desnutricion, por lo demas consecuencia directa de las condiciones de
marginacion y pobreza, es la que acontece en los primeros afios de la vida, es decir la
desnutricion infantil o preescolar. Asociada estrechamente a la desnutricion preescolar se
ubica la desnutricion materna. Otras formas de desnutricidn tienen lugar en menor escala,
muchas veces son consecuencia de la desnutricién en edad temprana o estan asociados a
estados patoldgicos.

La desnutricién infantil en México no es consecuencia mecanica de la escasa disponibilidad
de alimentos en el hogar, ya que no es raro encontrar en una misma familia la coexistencia
de preescolares desnutridos con adultos y escolares obesos; esta condicion se observa cada
vez con mayor frecuencia en familias de bajo ingreso (Pefia y Bacallao, 2000).

Por otro lado, en la ultima década, la obesidad se ha constituido como una epidemia
silenciosa que abarca diferentes &mbitos sociales y de salud publica, principalmente en las
poblaciones escolares, adolescentes y adultos joévenes. Este desequilibrio es frecuentemente
consecuencia de la ingestion de dietas bajas en fibra con alta densidad energética, y bebidas
azucaradas, en combinacion con una escasa actividad fisica (Canton 2011).
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México es el pais con mayor indice de sobrepeso, y segundo lugar mundial en obesidad en
mayores de 15 afios, apenas por debajo de los Estados Unidos de América (Aguilar, et. al..,
2004). Distintos estudios reportan que la prevalencia de obesidad en poblacion de 30 y 60
afios de edad es de alrededor del 70% (Olaiz, et. al.., 2006).

Viendo ésto, tanto el gobierno como la industria alimentaria del pais han hecho esfuerzos
para aminorar estos problemas de salud mediante programas de fortificacion de alimentos
de alto alcance, como de leche (Liconsa) o de tortillas (Maseca®) pero aun resta mucho que
realizar, ya que el mexicano promedio sigue sufriendo de bajos niveles de proteina y de
ciertos micronutrientes, asi como de fibra dietética en la dieta (ENSANUT, 2006).

Fuentes alternativas de nutrientes para disminuir la desnutricién en Mexico.

De los apartados anteriores podemos citar 2 grandes areas de oportunidad para fortificar la
tortilla de maiz nixtamalizado para que llegue a ser un alimento completo y de fécil alcance
para toda la poblacion mexicana:

» Enriquecimiento con una fuente proteica.
» Enriquecimiento con una fuente de fibra dietética.

Debido a esto, se propone que ambas fortificaciones sean dadas por harinas de cultivos
propios de nuestro pais, como lo son el amaranto (Amaranthus spp) y el frijol (Phaseolus
vulgaris), rico en proteina de alto valor bioldgico, y nopal (Opuntia ficus-indica), fuente
importante de fibra dietética; ademas de una harina de un alga cosmopolita y presente de
forma natural en aguas nacionales, la Ulva clathrata, la cual presenta caracteristicas
funcionales y sensoriales de interés cientifico y comercial.

Cada uno de los materiales bioldgicos sera descrito a continuacion.
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Fuentes de proteina

Amaranto (Amaranthus spp)

El amaranto de grano (Amaranthus spp.) se domestico en América hace méas de 4000 afios
por culturas precolombinas y de alli posiblemente se difundi6 a otras partes del mundo. Fue
cultivada y utilizada junto al maiz, frijol y calabaza por los aztecas en el valle de México,
por los mayas en el sur de México y Guatemala y por los incas en Sudamérica tanto en
Per(, Bolivia como Ecuador junto a la papa, maiz y quinoa.

El género Amaranthus contiene mas de70 especies, de las cuales la mayoria son nativas de
América y solo 15 especies provienen de Europa, Asia, Africa y Australia. Solo tres
especies de amaranto se utilizan actualmente para la produccion de grano: A. cruentus L.,
A. caudatus L. y A. hypochondriacus L.

El amaranto es una especie anual, herbacea o arbustiva de diversos colores que van del
verde al morado o purpura con distintas coloraciones intermedias. La raiz es pivotante con
abundante ramificacion y maltiples raices delgadas, que se extienden rapidamente después
que el tallo comienza a ramificarse, facilitando la absorcion de agua y nutrientes. El tallo es
cilindrico y anguloso con gruesas estrias longitudinales que le dan una apariencia
acanalada, alcanza de 0.4 a 3 m de longitud, cuyo grosor disminuye de la base al apice,
presenta distintas coloraciones que generalmente coincide con el color de las hojas, aunque
a veces se observa estrias de diferentes colores. Las hojas son pecioladas, sin estipulas, de
forma oval, eliptica, opuestas o alternas con nervaduras prominentes en el envés, lisas o
poco pubescentes de color verde o pdrpura cuyo tamafio disminuye de la base al apice,
presentando borde entero, de tamafio variable de 6.5-15 cm (Tapia, 1997).

La inflorescencia del amaranto corresponde a panojas amarantiformes o glomeruladas muy
vistosas, terminales o axilares, que pueden variar de totalmente erectas hasta decumbentes,
con colores que van del amarillo, anaranjado, café, rojo, rosado, hasta el purpura; el tamafio
varia de 0.5-0.9 m pudiendo presentar diversas formas complejas.

El fruto es una capsula que se abre transversalmente y contiene una sola semilla blanca, lisa
y brillante, ligeramente aplanada y del tamafio de un grano de mostaza. El rendimiento en
volumen de una planta de amaranto es casi igual que la de maiz, aunque en condiciones
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Optimas se puede llegar tener una produccion de 2,000 a 4,000Kg por hectarea (Aguirre,
1996).

En México, su produccion y su uso se realizd casi a la par que a la del maiz, hace mas de
5,000 afios por los primeros pobladores de Mesoamérica, los cudles elaboraban atoles y
tamales de amaranto, ademas de considerarlo parte primordial en ritos y ceremonias
religiosas autdctonas; razén por la cual, a la llegada de los espafioles, se declin6 su uso por
considerarse pagano. En la actualidad, se usa el grano entero o molido en forma de harinas,
ya sea tostada, reventada o hervida, las hojas tiernas en reemplazo de las hortalizas de hoja.
Con los granos enteros o molidos se puede preparar desayunos, sopas, postres, papillas,
tortas, budines, bebidas refrescantes y otros; los granos reventados se consumen mezclados
con miel de abejas, miel de cafia o chocolate, dandole diferentes formas en moldes de
madera 0 metalicos a las que se conoce como turrones de kiwicha en Perd, "alegria™ en
México y "tadoos" en India.

En la elaboracion de productos a base de harina de trigo, se han obtenido resultados
positivos, tanto tecnologica como sensorialmente, al incluir harina de amaranto en las
formulaciones para pan (Brimmer y Morgenstern; 1992), asi como en la fabricacion de
espagueti (Rayas-Duarte et. al., 1996), sin cambios importantes en color, sabor y calidad, a
la par de obtener una mayor cantidad de lisina y proteina. Con referente a la produccion y
elaboracion de tortillas; se ha estudiado la inclusion de harina de amaranto para la
produccion de tortillas de trigo, obteniendo resultados favorables, tanto a nivel laboratorio
como nivel piloto (Aguirre, 1996), asi como con tortillas de maiz con amaranto entre un 10
y 20% de inclusion con alto nivel de proteina e indice glicémico (Islas-Hernandez et. al.,
2007).

Dentro de los atractivos de utilizar el grano de amaranto para nutricion es que el grano
contiene entre 14 - 18% de proteina, lo cual supera a cualquiera de los cereales; ademas de
ser rico en acidos grasos poliinsaturados y con un contenido considerable de fibra soluble.
En la Tabla 2 se detalla su composicién quimica en base seca.
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Tabla 2. Composicion quimica proximal de la semilla del amaranto (Amaranthus spp) en base
seca.

Componente quimico Grano (%)
Proteina 14 -18
Extracto etéreo 6.5-12.5
Fibra cruda 3.9-17.8
Cenizas 3.2-39
Carbohidratos 56 - 78

Fuente: Paredes-L6pez, 1994; Segura-Nieto, 1994.

A diferencia de los cereales, la proteina del grano de amaranto se encuentra dentro del
germen y en la capa de aleurona que rodea al endospermo almidonoso (Irving, 1981),
presentando albuminas y globulinas ricas en lisina y valina, asi como prolaminas ricas en
fenilalanina y aminoéacidos azufrados y glutelinas ricas en leucina, treonina e histidina
(Barba de la Rosa et. al., 1992). Esta distribucion puede ser debido al alto contenido de
proteina en la semilla. Estos y otros estudios demuestran el contenido alto de lisina (4.8 —
6.4 g/100g de proteina), triptéfano (1.0 — 4.0 g/100g de proteina) y aminoacidos sulfurados
(3.7 — 5.5g0/ 100g de proteina) (Tabla 3), comparados con las referencias de la
FAO/WHO/ONU (Irving, 1981; Bressani, 1989). Esto contrasta en gran medida con los tres
cereales mas consumidos, principalmente el maiz, que es deficiente en lisina y triptéfano,
asi como para complementar el valor aminoacidico de leguminosas (Bressani, 2006), por lo
que una suplementacion con harina de amaranto podria disminuir este problema tan
frecuente en poblaciones dependientes del maiz como fuente de energia.

Ademas de proteina de alto valor biologico, el grano de amaranto presenta una proporcion
de 56 — 78% de extracto libre de nitrgeno, lo que representa técnicamente al total del
almidon presente en el grano. Este almiddn se presenta en granulos de tamafio muy
pequefio, con una gran capacidad de absorber agua (Aguirre, 1996).

Con respecto a los demas nutrientes, el grano de amaranto contiene entre un 6.5 — 12.5% de
lipidos, que comparandolo con otros cereales, es relativamente alto (Paredes-Lopez, 1994).
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El aceite de grano de amaranto contiene un alto grado de insaturacion; entre un 53 — 95%
de &cido linoleico y oleico, 0.3 — 1.3% de acido linolénico y 2.2. — 5.4% de &cido estearico
(Paredes-L06pez, 1994). La importancia nutracéutica de estos acidos grasos poliinsaturados
esta bien comprobada, ya que una deficiencia resulta en una atrofia linfoide y una depresion
del sistema inmunoldgico.

Tabla. 3. Contenido de amino&cidos esenciales en la proteina de grano de amaranto
(Amaranthus spp).

Aminoacido esencial g/100g de proteina
Histidina 24-3.2
Isoleucina 35-41
Leucina 50-6.3
Lisina 48-6.4
Metionina + Cisteina 3.7-55
Fenilalanina + Tirosina 7.1-9.1
Treonina 3.3-4.6
Triptofano 1.0-4.0
Valina 3.2-48

Fuente: Paredes-L6pez, 1994; Segura-Nieto, 1994.

El contenido de fibra cruda varia entre un 3.9 — 17.8% del peso del grano, dependiendo de
la especie. Esta esta compuesta por lignina, celulosa, ademéas de hemicelulosa, pectina,
gomas Yy otros carbohidratos. El efecto fisioldgico de esta fibra ha sido documentado en
estudios con ratas de laboratorio, observando un decremento en los niveles de colesterol
(Danz, 1992; Chaturvedi, 1993).

El contenido de micronutrientes también es importante. La niacina y la tiamina se presentan
en valores inferiores a cereales como el maiz pero la riboflavina y el acido ascorbico en el
grano de amaranto exceden el de una graminea promedio, ya que 100g de semilla de
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amaranto aporta entre el 12 — 25% de los requerimientos de vitamina C. con respecto a
vitaminas liposolubles, la vitamina E (a-tocoferol) es la que se encuentra en mayor
cantidad, pudiendo satisfacer entre un 17 — 45% del requerimiento diario (Mufioz de
Chavez et. al., 1995). En lo que a minerales se refiere, las sales de Fésforo y Potasio son las
gue se encuentran en mayor proporcion, siguiéndole en cantidad las sales de Magnesio y
Calcio (Muiioz de Chavez et. al.., 1995).

Otro factor a considerar, es el posible efecto nutracéutico de esta materia prima, ya que
presenta flavonoides especificos, como la rutina, ademas de acidos fendlicos como &cido
galico (400 — 440 mg/Kg peso seco de semilla), &cido p — hidroxibenzoico y &cido
vainilico, todo con efecto antioxidante (Pasko et. al., 2008).

Debido a los puntos sefialados en esta seccion, se puede observar su potencial como
suplemento para la fortificacion de harina de maiz nixtamalizado, ya que traeria resultados
positivos, tales como disminucion considerable de los niveles de desnutricion existente en
nuestro pais, ademas de hacer uso de una materia prima procedente de nuestra region,
estimulando su produccién y desarrollo como producto.

Frijol (Phaseolus vulgaris)

La dieta de las culturas indigenas antes de la llegada de los espafioles se basaba
principalmente en 4 diferentes cultivos: maiz, chile, calabaza y frijol. Este ultimo era de
gran importancia debido a que era la fuente principal de proteina que presentaba su dieta,
ya gue los productos animales no jugaban un papel importante como fuente de nutrientes.

Dentro de la variedad de especies de frijol, el frijol comun (Phaseolus vulgaris) presenta
una mayor aceptacion de parte de la poblacion, aun desde tiempos precolombinos, siendo
asi la mas extendida y consumida tanto en América como en otras regiones del mundo. Esta
leguminosa juega aln todavia un papel muy importante en la obtencion de proteina, ya que
es un alimento basico en los estratos sociales mas bajos, que junto con el maiz, son las
principales fuentes de energia (ENSANUT, 2006).
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El frijol es una planta herbacea de la familia de las Leguminosas, que crece como
enredadera, tanto de forma silvestre como cultivada, que puede variar entre 40 cmy 3 m de
longitud. Sus raices presentan una asociacién simbiodtica con bacterias nitrificantes
(micorrizas), razén que ayuda a la fijacion de nitrogeno en la planta. En la base de las hojas
sobre el tallo se presenta un par de hojillas, llamadas estipulas, estriadas; las hojas son
alternas, pecioladas, compuestas con 3 foliolos de forma rémbica, con el &pice agudo; en la
base de cada foliolo se encuentra un par de diminutas estipulas, llamadas estipelas. Presenta
pocas flores dispuestas sobre peddnculos méas cortos que las hojas, de donde se genera la
legumbre de forma lineal, de hasta 20 cm de largo (Isely, 1990).

De la planta de frijol se pueden consumir como alimento varias partes de la planta; las hojas
y vainas inmaduras pueden ser ingeridas como verduras pero la parte que presenta mayor
importancia nutrimental es la semilla, debido a su alto contenido de proteina y de fibra
(Tabla 4).

La proteina del frijol, en su mayoria formada por albuminas solubles en agua y globulinas
(Sathe, 2002), presenta importantes cantidades de aminoacidos aromaticos, lisina leucina e
isoleucina. Sin embargo, es deficiente en aminoacidos azufrados (metionina y cisteina),
valina, triptéfano y treonina, en comparacion con la proteina de referencia de FAO/OMS.
En la dieta del mexicano, los frijoles se consumen habitualmente con tortillas de maiz, lo
gue supone una complementacion de ambas proteinas, originando una proteina de alto valor
nutricional. Sin embargo, su utilizacion bioldgica se ve afectada por la presencia de factores
inhibidores de su absorcidn, tales como taninos, lectinas, inhibidores de tripsina y acidos
fitico, aunque hay que resaltar que la mayor parte de éstos son termolabiles, por lo que su
capacidad inhibitoria se reduce significativamente con el tratamiento térmico. Este a la vez
aumenta la disponibilidad de aminoacidos azufrados presentes en altas concentraciones en
los inhibidores de tripsina (Serrano y Gofii, 2004). Al mismo tiempo, una fortificacion con
proteinas ricas en aminoacidos azufrados (como proteina de amaranto o quinoa) puede
proporcionar un mayor valor biologico.

La digestibilidad aparente de la proteina es alrededor de 68.8%, siendo la valina el
aminoacido menos disponible, mientras que la lisina es el méas biodisponible (Torun et. al.,
1996). La digestibilidad in vitro de su proteina oscila entre 82.1 - 89.1% para frijol cocido y
entre 76 - 82.2% en frijol crudo (Pérez-Herrera et. al., 2002). Por lo tanto, se infiere que es
una buena fuente de aminoacidos esenciales, asi como su complementacion con la proteina
del maiz.
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Tabla 4. Composicion quimica proximal de la harina del frijol (Phaseolus vulgaris).

Componente quimico Harina (%)
Proteina 22.50
Extracto etéreo 2.10
Fibra cruda 4.60
Cenizas 2.60
ELN 59.10
Humedad 9.10

Fuente: Mufoz de Chavez, 1996.

Otro punto importante en nutricion es la fraccion del extracto libre de nitrogeno presente,
rica en carbohidratos complejos, almidon y fibra dietética, con una baja cantidad de mono y
disacaridos. Debido a esto y a la naturaleza de su almidon (almidon resistente a la
digestion), presenta un bajo indice glicémico, con un valor entre 20 — 28 (Foster-Powel et.
al., 2002). Ademas, la presencia de taninos y fitohemagluteninas pueden coadyuvar al
mismo. La presencia de fibra soluble (2.14% del total de carbohidratos) es fermentada por
la flora bacteriana del intestino grueso, lo que genera ATP, gases y &cidos grasos de cadena
corta, asociados al decremento del colesterol sanguineo, ejerciendo un efecto
cardioprotector (Brown et. al., 1999).

El contenido en grasa del frijol es bajo, siendo el acido linoleico el mas abundante. Gran
parte del extracto etéreo son fosfolipidos (25-35% del contenido total), que han demostrado
tener un potente efecto hipolipemiante, incluso a bajas concentraciones (Kirsten et. al.,
1993; Iniestra-Gonzalez et. al., 2005).

Se ha observado en el frijol importantes cantidades de calcio, hierro y fosforo, aunque estos
dos ultimos son poco biodisponibles, debido a que forman parte de fitatos y otros
compuestos antinutricionales (Abd Ei-Hardy, 2003). Por otro lado, presenta importantes
cantidades de é&cido folico (463mcg/100g de frijol), vitamina de gran importancia en la
dieta, sobretodo en mujeres de edad feértil debido al papel neuroldgico y fisiologico que
presenta en la etapa de gestacional del feto.
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Por ultimo, el alto contenido de polifenoles en frijol comdn ha tomado importancia en los
ultimos afios, debido al impacto positivo de éstos contra enfermedades cronico -
degenerativas. Dentro de los compuestos presentes se encuentran 3 — O — glucésidos como
delfinidina, petundina y malvidina, kaempferol, quercetina, tanto en esta forma como
diglicosidos y malonatos (Lin et. al., 2008).

Con estos datos, se puede inferir el gran impacto dado en la dieta y el potencial
nutracéutico que presenta el frijol al afladirlo a un alimento de alto alcance como la tortilla
para atacar problemas de salud publica como los que presenta México: bajo consumo de
proteina de buena calidad y bajo consumo de fibra dietética.

Fuentes de fibra dietética

Nopal (Opuntia ficus-indica).

El interés del ser humano por los nopales (Opuntia ficus-indica) data de miles de afios. Su
origen e historia estdn intimamente relacionados con las antiguas civilizaciones
mesoamericanas, en particular con la cultura Azteca. Existen evidencias arqueoldgicas que
permiten afirmar que fueron las poblaciones indigenas asentadas en las zonas semiaridas de
Mesoamérica las que iniciaron su cultivo de modo formal (Séenz, 2006).

Los nopales estan ligados de modo particular a la historia de México y Mesoameérica, Su
centro de origen genético. La evidencia del conocimiento y uso del nopal por los primeros
pobladores mexicanos se encuentra en las excavaciones de Tamaulipas y Tehuacéan, Puebla,
donde se encontraron fosilizadas semillas y cascaras de tuna, asi como fibras de pencas de
nopal, de una antigiiedad de 7,000 afios (Flores-Valdez, 2003). Desde México fue llevado a
Espafia durante la época de la Colonia y asi se disemin0 por toda la costa del Mediterraneo,
Africa Sub-Sahariana, Arabia, Sudafrica, hasta llegar a Australia.

Botanicamente, los nopales pertenecen a la familia de las Cactaceas. La taxonomia de los
nopales es sumamente compleja debido a multiples razones, entre otras porque Sus
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fenotipos presentan gran variabilidad segin las condiciones ambientales, se encuentran
frecuentemente casos de poliploidia, se reproducen en forma sexual o asexual y existen
numerosos hibridos interespecificos.

Los nopales son plantas arbustivas, rastreras o erectas que pueden alcanzar 3,5 a 5 m de
altura. El sistema radical es muy extenso, densamente ramificado, rico en raices finas
absorbentes y superficiales en zonas aridas de escasa pluviometria. La longitud de las raices
estd en relacion con las condiciones hidricas y con el manejo cultural, especialmente el
riego vy la fertilizacion (Sudzuki, 1999; Villegas y de Gante, 1997).

Los tallos suculentos y articulados o cladodios, cominmente llamados pencas, presentan
forma de raqueta ovoide o alongada alcanzando hasta 60-70 cm de longitud, dependiendo
del agua y de los nutrientes disponibles (Sudzuki et. al., 1999). Cuando miden 10-12 cm
son tiernos y se pueden consumir como verdura. ElI aumento del area del cladodio dura
alrededor de 90 dias. Sobre ambas caras del cladodio se presentan las yemas, llamadas
aréolas, que tienen la capacidad de desarrollar nuevos cladodios, flores y raices aéreas
segun las condiciones ambientales (Sudzuki et. al.., 1999).

Las aréolas presentan en su cavidad espinas, que generalmente son de dos tipos: algunas
pequefias, agrupadas en gran ndmero (gloquidios) -en México cominmente se llaman
aguates- y las grandes que son, segun algunos botanicos, hojas modificadas (Granados y
Castarfieda, 1996)

Los cladodios, por su parte tienen interés desde el punto de vista industrial ya que cuando
los brotes son tiernos (10-15 cm) se usan para la produccion de nopalitos, y cuando estan
parcialmente lignificados (cladodios de 2-3 afios), para la produccion de harinas y otros
productos, debido a que varian en su composicion quimica (Tabla 5).

Los nopales, al igual que otras verduras, contribuyen con una alta proporcion de agua a la
dieta y son altamente cotizados por su contenido en fibra. Al igual que otras hortalizas, los
nopales como verdura tienen un alto contenido de agua (90,1%), bajo contenido de lipidos
(0.3%), hidratos de carbono (5.6%) y proteinas (1.7%) y alto contenido de fibra (3,5%)
(Mufioz de Chavez et. al., 1995). El contenido de esta Gltima es comparable al de varias
frutas y hortalizas, entre ellas la espinaca, la alcachofa, la acelga, la berenjena, el brécoli, el
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rabano y otras. Entre las frutas, es similar al mango, al meldn, al damasco y a la uva
(Zambrano et. al., 1998; Ruales y Zumba, 1998). El nopal presenta tanto fibra insoluble
(celulosa, lignina, principalmente) como cantidades considerables de fibra soluble (pectina,
mucilagos y derivados), que aportan un valor adicional al producto. Este producto, en
forma de harina, presento 43% de fibra dietética total, de la cual 28,45% es fibra insoluble
y el 14,54% es soluble (Saenz et. al. 1997) El efecto fisioldgico de la fibra dietética de
nopal ha sido comprobado en estudios clinicos tanto con ratas hipercolesterolémicas
(Cérdenas, 1996) como con humanos con sindrome metabdlico (Leceraux, 2008), en donde
se han obtenido resultados positivos en la reduccion de peso, colesterol total y colesterol
asociado a lipoproteinas de baja densidad (LDL), observando un mayor efecto en los
tratamientos que usaban nopal crudo y/o en forma de harina, comparado con el uso del
nopal cocido (Cardenas, 1996; Leceraux, 2008).

Tabla 5. Composicion quimica de cladodios de Opuntia ficus-indica de distintas edades
(porcentaje materia seca)

Edad Producto Proteina | Grasa (%) Cenizas | Fibracruda | ELN (%)
(afios) (%) (%) (%)
0-5 Nopalitos 9.4 1.00 21.0 8.0 60.6

1 Penca 5.4 1.29 18.2 12.0 63.1

2 Penca 4.2 1.40 13.2 14.5 66.7

3 Penca 3.7 1.33 14.2 17.0 63.7

4 Tallos 2.5 1.67 14.4 17.5 63.9

suberificados

Fuente: (Séenz, 2006)

Ademas del alto contenido de fibra dietética, su contenido de minerales también es alto,
principalmente de Calcio y el Potasio (93 y 166 mg/100 g, respectivamente), y tienen bajo
contenido de Sodio (2 mg/100 g), lo que es una ventaja para la salud humana. Su alto
contenido en Calcio, los hacen muy interesantes por la importancia de este mineral en el
mantenimiento de la estructura 6sea del cuerpo, pero es un problema que debe ser méas
investigado. En un estudio efectuado en nopales sefialan que el Calcio en los nopales
presente no estaria disponible para la utilizacion por el cuerpo humano, ya que se encuentra
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bajo forma de cristales de Oxalato de Calcio (McConn y Nakata, 2004). Contiene, ademas,
cantidades moderadas de carotenoides (30 pg/100 g) y de vitamina C (11 mg/100 g)
(Séenz, 2006).

Tecnologicamente, se ha estudiado su efecto en la adicion a harinas de maiz
nixtamalizados, obteniendo resultados favorables en un 10% de adicion en tortillas y 15%
en tostadas de maiz (Barrales y Gonzalez, 2009). Por lo tanto, los nopales son materia
prima a considerar para la industrializacion no solo por sus frutos y cladodios sino que
ademas existen en estas plantas valiosos y atractivos compuestos funcionales que pueden
ser extraidos y utilizados para formular y enriquecer nuevos alimentos, para formar parte de
la cada vez més cotizada gama de aditivos naturales, tanto para la industria alimentaria
como farmacéutica y cosmética; para formular suplementos alimenticios, ricos en fibra o
con fines de control de la diabetes o la obesidad, o ser afiadido en alimentos de alto alcance,
como la tortilla de maiz nixtamalizado, para disminuir problemas de salud asociados a la
falta de fibra dietética.

Alga Ulva clathrata

El empleo de las algas marinas en la alimentacion humana y animal es una practica que se
remonta a hace muchos siglos. En la actualidad en los paises orientales es donde su
consumo esta méas extendido. En paises de Asia, como Japon, China, Hong Kong, Taiwan,
Filipinas y otros paises como Francia, Escocia, Perd, Chile, Jamaica, entre otros, las algas
marinas se emplean en la alimentacion humana (Zemke-White y Ohno 1999). En lo que
respecta a México, su uso se ha circunscrito principalmente como materia prima para la
obtencion de ficocoloides, los cuales se emplean en la industria textil, quimica y
alimentaria (Aguila-Ramirez et. al., 2005).

Una de ellas es la Ulva clathrata o Enteromorpha clathrata, un alga de talo verde
(Clorophyta) laminar, tubular, més estrecho de la zona basal y formado por 2 capas de
células. Mide alrededor de 40 cm de longitud, muy ramificada, con “ramas” largas, algunas
en forma de espina. Es de un color verde oscuro y se encuentra en la zona intermareal y
submareal, adherida a rocas y piedras de la superficie. Su clasificacion es dificil debido a
que presenta gran similitud a otras especies del género Ulva, ademas de presentarse en
habitats de una gran diversidad ecoldgica.
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Su distribucion es muy amplia, estando presente en la mayoria de las zonas intermareales
de los océanos del mundo. México, debido a su ubicacion geografica, contiene en sus
amplios litorales a esta especie y una gran diversidad de especies de algas. Las principales
zonas donde se distribuye U. clathrata en nuestro pais es en las costas de la peninsula de
Baja California, encontrando grandes cantidades de biomasa (Aguila-Ramirez et. al., 2005)
Se han realizado evaluaciones de esta alga en la costa oeste del Golfo de California, en el
area de La Paz, B.C.S., ddnde se estimaron biomasas potenciales de 360 a 426 toneladas
secas (Pacheco-Ruiz et. al.. 2002) las cuales no estan sujetas a explotacion y que son
desperdiciadas afio con afio debido a que se les considera un problema en la zona por las
altas cantidades de biomasa. Debido a esto, se han realizado investigaciones sobre la
composicién quimica, microbioldgica y toxicoldgica de las especies del género Ulva en
esta region, obteniendo resultados alentadores para su aprovechamiento para consumo
humano y animal (Aguila-Ramirez et. al.. 2002, Aguilera-Morales et. al.. 2005).

Como se puede observar en la Tabla 6, la harina de esta alga podria representar un gran
aporte de nutrientes a la dieta del mexicano, conteniendo 14% de proteina cruda en
promedio, 2% de lipidos, 33% de minerales y fibra cruda y alrededor de 50% de extracto
libre de nitrogeno, lo que nos infiere un posible bajo indice glicémico.

Tabla 6. Composicion quimica proximal de la harina de Ulva clathrata.

Composicién quimica Harina (%)
Humedad 6.7
Cenizas 32.6
Proteina 14.1
Lipidos 2.2
Fibra cruda 334
ELN 51.6

Fuente: Aguilera-Morales et. al., 2005.

Segun las investigaciones reportadas, la proteina de la harina de U. clathrata presenta una
digestibilidad proteica hasta del 85%; con un elevado contenido de leucina, histidina,
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valina, fenilalanina, treonina, arginina, lisina, isoleucina y metionina, superando al patron
de la FAO/OMS (Aguilera-Morales et. al., 2005).

Por otra parte, el notable contenido de materia inorganica que presenta esta alga. Esto es
algo muy comun en tales organismos debido al medio marino en que se desarrollan, que es
rico en elementos minerales y a la gran capacidad que tienen las algas de almacenarlos,
principalmente sales de Sodio y de Yodo (Lobban, 1994).

Aunque presenta un bajo contenido de lipidos, la mayoria de estos lipidos estan en forma de
acidos grasos mono y poliinsaturados, principalmente acido oleico y en algunos casos,
acido alfa-linolénico; ademas de presentar una importante cantidad de vitamina E (Ortiz et.
al., 2006), lo que hace atractivo su aprovechamiento para el consumo humano.

Con respecto a la concentracion de fibra cruda, es importante hacer resaltar que en su
mayoria es fibra dietética, obteniendo tanto fibra insoluble como fibra soluble de manera
importante (Burtin, 2003). Estos valores son mayores a los reportados por la mayoria de
vegetales y frutas consumidas por el mexicano promedio, por lo que denota la necesidad de
realizar un estudio amplio para el desarrollo de productos ricos en fibra a partir de esta
fuente que sean atractivos al consumidor, asi como el hacer estudios de fortificacion de
alimentos de facil acceso, como la tortilla de maiz nixtamalizado, para su mayor alcance.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para comprobar las hip6tesis planteadas, se disefid una estrategia experimental dividida en
3 etapas:

Etapa 1. Formulacion y desarrollo de tortillas fortificadas.

Etapa 2. Evaluacion sensorial y vida atil de tortillas fortificadas.

Etapa 3. Evaluacion bioldgica de tortillas fortificadas.

La estrategia experimental y sus diferentes etapas son detalladas en las figuras 4, 5y 6.
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[ Harina de Amaranto J

4[ Harina de Maiz ]7

[ Harina de Nopal ]

[ Harina de Frijol J

[ Harina de Alga ]

/ Anélisis Bromatol4gico \

- Humedad (AOAC 10.136).

- Proteina (AOAC 930.29).

- Fibra dietética (AOAC 985.29).

- Grasa (AOAC 16032).

- Cenizas (AOAC 14.006).

- ELN (por diferencia).

- Determinacion de aminoacidos
(Kamp, 1991).

/

/

-

a) Formulacion de harinas fortificadas con
proteina

- 3F7A (3% frijol, 7% amaranto).

- 5F5A (5% frijol, 5% amaranto).

- TF3A (7% frijol, 3% amaranto).

b) Formulacién de harinas fortificadas con

fibra
- 3N7AL (3% nopal, 7% alga).
- 5N5AL (5% nopal, 5% alga).
- 7N3AL (7% nopal, 3% alga).

v
/ Analisis Bromatologico \

- Humedad (AOAC 10.136).

- Proteina (AOAC 930.29).

- Fibra dietética (AOAC 985.29).
- Grasa (AOAC 16032).

- Cenizas (AOAC 14.006).

- ELN (por diferencia).

- Determinacion de aminoécidos
(Kamp, 1991).

-

J

Anélisis reolégico y textural

Colorimetria (Martinez et. al, 2001).
Capacidad de absorcion de agua (CAA)
(Martinez et. al, 2001).

Rendimiento de masa y tortilla (Martinez et.
al, 2001).

IAA e ISA (Anderson, 1969).

Viscosidad (RVA) (Rodriguez Sandoval, et.
al., 2006)

Entalpia  de  gelatinizacién (DSC)
(Arambula, et. al., 2006).

Rolabilidad (Martinez et. al, 2001).

Polifenoles totales y actividad antioxidante

- Polifenoles totales por Folin-Ciocalteu

(Gutiérrez, 2008).

- Actividad antioxidante por método de

radical ABTS (Gutiérrez, 2008).

Fig 4. Etapa 1. Formulacion y desarrollo de tortillas fortificadas.
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Tratamientos de tortilla fortificada

a) Tratamientos con Frijol y Amaranto.
b) Tratamientos con Nopal y Alga.

A 4

A 4

Evaluacion sensorial

Escala hedonica de 9 puntos. -
40 jueces no entrenados. (Pedrero -
y Pangborn, 1997; Scazzina et. al.,
2008) -
Poblacion universitaria.

Vida de Anaquel

Vida de anaquel acelerada.

7 dias a 22°C + 2.(Martinez-
Flores et. al., 2004).
Determinacion de  humedad
(AOAC 10.136).

Rolabilidad (Martinez et. al,
2001).

Fig 5. Etapa 2. Evaluacion sensorial y vida Gtil de tortillas fortificadas.
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Pruebas biologicas (in vivo)

|

N

a) Dietas a base de tortillas
fortificadas con proteina
3F7A (3% frijol, 7% amaranto).
5F5A (5% frijol, 5% amaranto).
7TF3A (7% frijol, 3% amaranto).
100% maiz nixtamalizado (TR).
Dieta control 10% caseina (CAS) (Bieri,
1981).

\

/b) Dietas a base de tortillas fortificadas con\
fibra
- 3N7AL (3% nopal, 7% alga).
- 5N5AL (5% nopal, 5% alga).
- 7N3AL (7% nopal, 3% alga).
- 100% maiz nixtamalizado (TR).
Dieta control 10% caseina (CAS) (Bieri,

k_ 1981).

Y

Bioensayo de 2 generaciones.
Ratas Wistar:

- 21-28dias de vida.

- 8ratas por tratamiento.

- Duracion = 10 dias

- 12h luz/oscuridad, 25°C + 2

- Alimentacion Ad libitum.

- Para obtener la 2° generacion de
ratas, se aparearon 4 sujetos (2F,
2M) de cada tratamiento para
obtener la camada.

- Durante lactancia y gestacion, las
madres fueron alimentadas con las
dietas experimentales.

'

Estudio metabélico

- Rango de eficiencia proteica
(PER).

- Digestibilidad aparente (DA).

- Valor bioldgico (VB).

- Utilizacién neta de proteina
(UNP).

- Aminoécido limitante (PDCAAS)
(FAO, 1991).

A\ 4

Bioensayo.
Ratas Wistar:

- Ratas en edad reproductiva (2 — 3
meses de edad).

- 8ratas por tratamiento.

- Duraci6n = 21 dias

- 12hluz/oscuridad, 25°C + 2

- Alimentacién Ad libitum.

\ 4

Estudio metabélico

- Glucosa en sangre.

- Triglicéridos en sangre.

- Colesterol sanguineo. (Bang et.
al., 2009).

Fig 6. Etapa 3. Evaluacion biologica de tortillas fortificadas.
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MATERIAL Y METODO

Materiales de estudio.
Para obtener las formulaciones de tortilla se utilizaron:

%+ Harina comercial de maiz (maiz blanco nixtamalizado con cal hierro electrolitico,
oxido de zinc, niacina, mononitrato de tiamina, riboflavina, acido félico).

¢+ Amaranto: se comprd harina de amaranto integral precocida Premium de la marca
San Miguel.

¢+ Frijol: se obtuvo a partir frijol pinto a granel. Se remojo durante 4h con agua a
temperatura ambiente, se cocio a 70-80°C hasta obtener un frijol con consistencia
suave. A éste se le sec6 en un horno de conveccion a 60°C + 2 hasta obtener una
pasta seca y quebradiza, la cual se molio para obtener una harina malla # 40 (Reyes
Moreno y Paredes Lopez, 1993).

%+ Nopal: se proporciond harina de nopal comercial de parte de una procesadora de
cladodios de la region.

+«» Ulva: la harina de alga fue proporcionada por una empresa particular.

Formulacion de harinas fortificadas.

Se realizaron formulas con 90% de harina de maiz blanco nixtamalizado. EI 10% restante
se suplant6 variando las proporciones de 2 harinas; realizando 2 grupos; a) fortificacion de
proteina vegetal de alto valor bioldgico y b) fortificacion de fibra dietética (Tabla 7).

Elaboracion de tortillas.

Cada uno de los tratamientos fue mezclado en las proporciones que se mencionan en la
Tabla 7. Las harinas, previamente tamizadas, fueron mezcladas con agua hasta obtener una
masa suave, con humedad aproximada de 55%. Las tortillas se elaboraron en base a esta
masa en una maquina tortilladora manual (Lenin, México). Se obtuvieron obleas de
alrededor de 0.1 mm de ancho y 12.5 + 0.1 cm de diametro y se cocieron.
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Tabla 7. Grupo de formulaciones de harinas de maiz nixtamalizado fortificadas con diferentes
proporciones de harina de frijol y amaranto (ricas en proteina) y nopal y alga (ricas en fibra
dietética).

Tratamiento Formulacion

Fortificacion con proteina

3F7A 90% maiz, 3% frijol, 7% amaranto
5F5F 90% maiz, 5% frijol, 5% amaranto
7TF3A 90% maiz, 7% frijol, 3% amaranto

Fortificacion con fibra

3N7AL 90% maiz, 3% nopal, 7% alga

5N5AL 90% maiz, 5% nopal, 5% alga

7N3AL 90% maiz, 7% nopal, 3% alga
Control

TR 100% maiz nixtamalizado.

Analisis fisicoquimico.

Se realizaron analisis proximales a los diferentes tratamientos, cuantificando porcentaje de
humedad, proteina, cenizas, fibra dietética, extracto etéreo y extracto libre de nitrégeno;
todo segun los métodos oficiales de la A.O.A.C. (1990) y (1997).

Determinacion de humedad.

Método gravimétrico, método 10.136 de la A.O.A.C. (1990).

Determinacién de proteina.

Método Kjeldhal, método 930.29 de la A.O.A.C. (1990).
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Determinacion de grasa.

Método Goldfisch, método 16032 A.O.A.C. (1990).

Determinacion de cenizas.

Meétodo 14.006 A.O.A.C. (1990).

Determinacion de fibra dietética.

Método 985.29 A.0.A.C. (1997).

Determinacion de Extracto Libre de Nitrogeno.

El extracto libre de nitrégeno (ELN) esta constituido por carbohidratos digeribles, asi como
también vitaminas y demas compuestos organicos no nitrogenados solubles en agua. Se
calcula mediante la siguiente ecuacion:

ELN = 100-(A+B+C+D+E)
Dénde:

A = Contenido de humedad (%)

B = Contenido de proteina cruda (%)
C = Contenido de lipidos crudos (%)
D = Contenido de fibra cruda (%)

E = Contenido de ceniza (%)

Determinacion de Polifenoles Totales y Actividad Antioxidante.

Para la determinacion de polifenoles totales y su actividad antioxidante, se realizd una
extraccion con agua acidificada (pH 2.1) y metanol a la muestra, para obtener dichos
compuestos. El sobrenadante final fue el utilizado para ambos analisis.

48



Polifenoles totales.

El maiz contiene numerosos nutrientes como carbohidratos (almidon y algunos
carbohidratos solubles), lipidos (acidos linoleico y oleico, principalmente), vitaminas (A, E,
niacina, entre otras), minerales (fosforo y potasio principalmente) y su pericarpio presenta
compuesto de carbohidratos no digeribles e insolubles, ademéas de proteinas (Hernot et. al.,
2008). Dentro de estos compuestos, se pueden encontrar embebidos compuestos
nutracéuticos, en especifico compuestos fendlicos, que se dividen en tres categorias:
flavonoides, taninos condensados y compuestos fendlicos simples, sin embargo una
cantidad importante se pierde durante el procesado, principalmente en la nixtamalizacion
(Preciado y Montes, 2011). Dichos compuestos contienen capacidad antioxidante natural,
por su cualidad de atrapar radicales libres que producen dafio celular (White y Xing, 2007).

Entre los métodos propuestos para medir componentes asociados al color se incluyen
métodos espectrofotométricos (Boulton et. al., 1999) y métodos cromatograficos (Baldi et.
al., 1992). Los métodos usados comunmente para determinar y cuantificar fenoles totales
en alimentos y vegetales son el ensayo de la vainillina y el de Folin-Ciocalteu.

El método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con
agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sédico,
que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-
fosfotingstico. La transferencia de electrones a pH basico reduce los complejos
fosfomolibdico-fosfotingstico en oxidos, cromdgenos de color azul intenso, de tungsteno
(WgO23) y molibdeno (MogO,3), siendo proporcional este color al nimero de grupos
hidroxilo de la molécula (Gutiérrez, 2008). Las lecturas de absorbancia correspondientes a
las muestras se realizaron a 760nm en condiciones de obscuridad.

Determinacion de capacidad antioxidante.

La actividad antioxidante es un parametro que ha tomado mucha notoriedad en
investigaciones sobre materiales vegetales. Esta actividad estd relacionada a compuestos
capaces de proteger a un sistema biologico contra el potencial dafio de los procesos
oxidantes. Debido a esto, los antioxidantes han recibido un aumento de atencion por su
potencial para proteger contra enfermedades degenerativas como cancer y desdrdenes
cardiovasculares, ademas del envejecimiento (Urbani et. al., 2008).
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Existen diversos métodos para medir la capacidad antioxidante de una especie o sustancia.
En este caso se determind mediante el radical ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
acido sulfonico)), llevando a la muestra a una absorbancia = 0.7 (+.02) a 734nm con etanol,
leyéndolas al minuto 0, 1, 7 y 14. El analisis se realizd bajo condiciones de obscuridad
(Urbani et. al., 2008).

Analisis reoldgico y textural de masas y tortillas.

Tanto las propiedades texturales como reoldgicas son fundamentales en la investigacion y
desarrollo de nuevos productos debido a estar intrinsecamente relacionadas con las
propiedades fisicoquimicas y funcionales de los constituyentes del sistema alimenticio, asi
como a las variables de operacion que se aplican en las diferentes etapas del proceso
(Rodriguez-Sandoval, 2005). Las pruebas realizadas a masas fueron: color, rendimiento de
masas, indice de absorcion de agua (IAA) e indice de solubilidad de agua (ISA), adhesion —
cohesidn, viscosidad y entalpia de gelatinizacion; mientras que a la tortilla fueron: color,
esfuerzo de corte y tension y rolabilidad.

Color.

Las mediciones de color se realizaron por colorimetria de reflectancia de triestimulos. Las
condiciones del instrumento fueron una apertura de diametro de 65 mm y un angulo de
observacion de 10°, calibrado con una placa estandar marca Master Color Data Hunter. El
color se midid segun la técnica utilizada por Martinez et. al., 2006. Para la determinacion
del color en la tortilla, esta se colocd dentro de una caja negra para evitar la entrada de luz y
se determinaron los parametros a*, b* y L* por triplicado, tanto en harinas como en
tortillas.

Rendimiento de masas.

La elaboracion de las tortillas se realizd en una méaquina tortilladora manual (Lenin,
México), con la masa preparada anteriormente, a la cual se le determind el rendimiento de
masa y tortilla, capacidad de absorcion de agua (CAA) y pérdidas de peso (Flores Farias, et.
al., 2002.).
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CAA = mL de agua
g de muestra

Rendimiento de masa = CAA + 1

% Pérdida = [ Wt cruda — Wt cocidal x 100
Wt cruda

Rendimiento de tortilla = (Rendimiento de masa) (Wt cocida / Wt cruda)
Donde:

CAA = capacidad de absorcion de agua.

W1t = peso de tortilla

Reologia de masas y Textura de tortillas.

Las determinaciones de adhesividad y cohesividad de la masa se realizaron mediante un
andlisis de perfil de textura (TPA) utilizando para ello un texturémetro TA. XT2 (Texture
Analyzer plus, UK). Los gréficos obtenidos de la determinacion se analizaron utilizando el
software Microcal Origin 6.0. Las pruebas de adhesion y cohesion se llevaron a cabo a una
velocidad de 2mm/s, longitud = 4mm con un conteo = 4. El esfuerzo de corte se realizd
bajo condiciones de velocidad = 2mm/s, longitud = 6mm y con conteo = 6. La prueba de
tension se llevo a cabo con una velocidad = 2mm/s, longitud = 15mm y conteo = 1. La
prueba rolabilidad de las tortillas se realiz de manera subjetiva. Esta se realiz6 utilizando
la técnica descrita por Martinez et. al. (2001); las tortillas son enrolladas alrededor de un
rodillo de vidrio de 4cm de diametro y el grado de ruptura se evalia mediante una escala
subjetiva donde: 1, 2, 3, 4 y 5 rasgaduras corresponden a 0, 25, 50, 75 y 100% del area de la
tortilla.

indice de absorcion de agua e indice de solubilidad en agua.

Consiste en calcular gravimeétricamente la cantidad de material disuelto la proporcion de
agua absorbida después de la agitacion de una suspension a temperatura ambiente. Fueron
determinados de acuerdo a la metodologia descrita por Anderson et. al.., 1969. El indice de
absorcion de agua (IAA), se expresd como la relacion entre el peso del residuo después de
la centrifugacion y el peso seco de la muestra, al cual se le restd el peso del residuo de la
evaporacion del sobrenadante. El indice de solubilidad en agua (ISA) se expresdé como la
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relacion entre el residuo de la evaporacion y el peso seco de la muestra. Se realizaron tres
determinaciones por tratamiento y se calcularon de la siguiente forma:

3 Peso del residuo de centrifugacion
Peso de la muestra — Peso del residuo de evaporacién

ISA — ( Peso del residuo de evaporacion

x100
Peso de la muestra J

Viscosidad.

Se realizaron viscoamilogramas mediante un Rapid visco analyzer (RVA) Super 4.
Newport Scientific, analizando los datos a traves del programa TCW 3. Se prepararon
soluciones con agua destilada al 10% (p/p); las cuales se calentaron periddicamente hasta
llegar a 90°C, durante 24minutos (Rodriguez Sandoval, et. al., 2006).

Entalpia de gelatinizacion.

La determinacion de temperaturas y entalpias de gelatinizacion se hicieron utilizando una
técnica termogravimétrica, especificamente, calorimetria diferencial de barrido (DSC)
(Ardmbula, et. al., 2006). Se utiliz6 un DSC 288e Mettler - Toledo. El programa consistid
en un barrido de temperatura de 30 — 100 °C utilizando una rampa de temperatura de 5
°C/min y una charola vacia como referencia. Las charolas empleadas fueron charolas Tzero
herméticas de aluminio de 40 pL. Los termogramas obtenidos se analizaron por medio del
software Universal Analysis.

Andlisis sensorial.

A los diferentes tratamientos se les realizaron analisis sensoriales con el objetivo de evaluar
su aceptacion por parte del consumidor y observar su similitud con la tortilla de maiz
nixtamalizado comercial. Se realizaron pruebas hedonicas para determinar lo anteriormente
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mencionado. Las pruebas constaron de una escala hedonica de 9 puntos para determinar la
formulacién de mayor aceptacion sensorial y su nivel de agrado (Pedrero y Pangborn,
1997). Estas pruebas fueron evaluadas por un panel no entrenado de 40 personas de la
poblacion estudiantil y trabajadora de la institucion, las cuales evaluaron los diferentes
atributos de las tortillas formuladas (Scazzina et. al., 2008).

Vida de anaquel.

Las muestras fueron envasadas en bolsas de polipropileno transparente y se almacenaron
durante 7 dias a 25°C, protegidas de la luz. Cada dia se les realizaron las siguientes
determinaciones analiticas: humedad por el método de la A.O.A.C (1990), (Martinez-Flores
et. al., 2004) y rolabilidad, por el método antes descrito.

Bioensayos.

Se realizaron 2 grupos de bioensayos diferentes a) bioensayo de dos generaciones para
evaluar el efecto de la fortificacion con fuentes proteinicas sobre el crecimiento y b)
bioensayo para evaluar un posible efecto hipoglucemiante de las tortillas fortificadas con
fibra.

En ambos bioensayos se utilizaron ratas Wistar, variando la edad y el tiempo de estudio,
siendo en a) ratas recién destetadas de alrededor de 1 mes de edad, con duracion de 10 dias,
a las cuales se les reprodujo para obtener una segunda generacion. Las madres, durante la
gestacion y lactacion, fueron alimentadas con la misma dieta, al igual que sus crias, hasta
tener 1 mes de edad y en b) ratas entre 2 — 3 meses de edad con duracién de 21 dias. En
ambos bioensayos, cada rata fue albergada en jaulas individuales bajo condiciones estandar
(12:12h de luz/oscuridad, 50% de humedad relativa y 21°C + 2) donde tendran alimento y
agua ad libitum. Las dietas suministradas se detallan en la Tabla 9 (Amaya-Guerra et. al.,
2006).

Se realiz6 una caracterizacion quimica de cada una de los tratamientos mediante un analisis
bromatologico mediante las metodologias oficiales de la A.O.A.C (1990, 1997)
mencionadas con anterioridad.
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Tabla 8. Tratamientos que se utilizaran en los ensayos biolégicos para ratas de laboratorio.

Dieta Clave Variacion.

Control CAS Control positivo: caseina.

Tortilla fortificada con 3% de frijol y 7% 3F7A 90% maiz, 3% frijol, 7% amaranto
amaranto.

Tortilla fortificada con 5% de frijol y 5% 5F5F 90% maiz, 5% frijol, 5% amaranto
amaranto.

Tortilla fortificada con 7% de frijol y 3% TF3A 90% maiz, 7% frijol, 3% amaranto
amaranto.

Tortilla fortificada con 3% de nopal y 7% 3N7AL 90% maiz, 3% nopal, 7% alga
alga.

Tortilla fortificada con 5% de nopal y 5% 5N5AL 90% maiz, 5% nopal, 5% alga
alga.

Tortilla fortificada con 7% de nopal y 3% 7N3AL 90% maiz, 7% nopal, 3% alga
alga.

Tortilla de masa regular enriquecida * TR Control negativo.

*En todos los tratamientos de tortilla, se utiliz6 harina de maiz blanco nixtamalizado de una marca comercial.

Tabla 9. Ingredientes a utilizar para la elaboracién de dieta control basada en caseina (Bieri, 1980).

Ingrediente Dieta control (%)
Caseina 20.0
Almidon de maiz 50.0
Sacarosa 15.2
Aceite de algodén 5.0
Celulosa 5.0
Minerales AIN 3.5
Vitaminas AIN 1.0
DL -metionina 0.3

Cada dieta fue pesada y molida hasta obtener un polvo, el cual fue suministrado a las ratas
que se utilizaron en el estudio a), correspondiente a las dietas con frijol y amaranto. Para las
ratas madres en gestacion y lactancia, los tratamientos fueron suministrados en forma de
tortilla trozeada (Amaya-Guerra, 2003). De igual manera, en el estudio b), las dietas fueron
suministradas en forma de tortilla trozeada.

Determinacion de energia metabolizable.

Se calculd la energia metabolizable de cada una de las dietas en base al contenido de
carbohidratos solubles (ELN), proteina y grasa (extracto etéreo) mediante la siguiente
formula (USDA, 1982):
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EM = (% ELN * 4Kcal/g) + (% proteina * 4Kcal/g) + (% extracto etéreo * 9Kcal/g)

Determinacion de aminoacidos.

Se determind el perfil de aminoacidos de cada tratamiento mediante el empleo de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), en dénde se derivatizaron los
aminoacidos presentes en las muestras con carbamato de 6-aminoquinolil-n-
hidroxisuccinimidila (Kamp, 1991). El triptéfano se cuantific6 mediante el método
colorimétrico con dimetil-amino benzaldehido.

Estudio metabdlico.

Se determin0 nitrogeno de la orina y heces recolectadas de las ratas Wistar del bioensayo
a), durante un periodo de 10 dias (Amaya-Guerra, 2003). La digestibilidad y el valor de
retencidn de nitrégeno fueron calculados mediante las siguientes férmulas:

Digestibilidad aparente de proteina =(consumo de alimento (%N) — heces (%N) x 100

Consumo de alimento (%N)

Valor bioldgico (VB) =(Consumo de alimento (%N) — heces (%N) — orina (%N) x 100

Consumo de alimentos (%N) - heces (%N) x 100

Utilizacion neta de proteina = (% de digestibilidad de proteina) (%VB) / 100

Valor del aminoacido esencial limitante corregido por digestibilidad de proteina
(PDCEAAS) = (Valor de aminoéacidos esenciales (%)) (Digestibilidad aparente de proteina
(%)) /100
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Glucosa, triglicéridos y colesterol en sangre.

Se midié la cantidad de glucosa libre, triglicéridos y colesterol en sangre en las ratas Wistar
del bioensayo b). Se muestre6 cada semana muestras de sangre por la vena de la cola y se
recolectdo en un vial de 0.5mL para su centrifugacion y analisis de suero sanguineo,
mediante un Kit enziméatico comercial (Bang et. al., 2009).

Andlisis estadistico.

Todos los datos seran analizados usando un disefio experimental de bloques al azar. Se
calculara el valor de la Diferencia Minima Significativa (DMS) para detectar diferencias
entre los tratamientos. Para los andlisis de correlacion se utilizara el coeficiente de
correlacion de Pearson con dos colas, con nivel de significancia de P<0.05 y P<0.01. Todos
los datos seran analizados utilizando el paquete computacional MiniTab version 14 (2005).
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CAPITULO 1

FORMULACION Y DESARROLLO DE TORTIILLAS
FORTIFICADAS
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como se explico en el apartado de objetivos, parte de éstos fue el desarrollar 2 grupos de
formulaciones fortificadas: a) fortificacion con fuentes de proteina, para la cual se utilizé
harina de frijol y harina de amaranto y b) fortificacion con fuentes de fibra dietética, donde
se usO harina de nopal y harina de alga. Esto con el fin de observar el efecto de cada
fortificacion sobre la tortilla y su comportamiento fisicoquimico y biol6gico. Por lo tanto,
la secuencia a seguir en el trabajo sera el mencionar primero el grupo a) y posteriormente
b).

Analisis de materias primas

Las materias primas (harina comercial de maiz nixmatalizado, harina de palomita de
amaranto integral y harina de frijol cocido) se les realizd un estudio bromatoldgico,
comprendiendo humedad, cenizas totales, proteina (método micro Kjedhal), extracto etéreo,
fibra dietética y extracto libre de nitrégeno ELN (determinado por diferencia). Los
resultados en base seca se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Andlisis bromatoldgico (base seca) de las harinas de amaranto, frijol y harina comercial de
maiz nixtamalizado utilizadas en la investigacion®.

Componente/Muestra Harina de amaranto Harina de frijol Harina de Maiz
Proteina (%) 14.65 25.47 8.70
Extracto etéreo (%) 9.07 2.61 1.10
Fibra dietética (%) 13.98 14.54 10.95
Cenizas (%) 3.54 291 0.92
ELN (%) 58.76 54.47 78.33

'Promedio de tres repeticiones.

Se observaron diferencias importantes entre las 3 harinas usadas, obteniendo valores dentro
de los reportados en literatura para amaranto y frijol (Guzméan Maldonado y Paredes Lopez,
1998). Entre las diferencias presentes entre las 3 harinas, se observo que tanto la harina de
amaranto como la de frijol presentan valores superiores de proteina (14.65% y 25.47%),
extracto etéreo (9.07% y 2.61%), asi como de fibra dietética (13.98% y 14.54%), respecto a
la harina comercial de maiz nixtamalizado. A la par, presentaron valores inferiores de ELN,
debido a la diferencia de porcentajes de los demas nutrientes.

Estos datos son de suma importancia, principalmente el porcentaje de proteina, debido al
objetivo de este grupo; evaluar el efecto de la fortificacion proteica sobre ratas Wistar en
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desarrollo. La inclusion de ambas harinas como fuente de proteina proporcionaria un efecto
positivo en el aporte cuantitativo de estas biomoléculas, solo suponiendo su aporte
cualitativo.

Debido a estos datos, se prosiguié con un aminograma para comprobar dicha informacion.
El aminograma alcanza la identificacion y cuantificacion de cada uno de los aminoacidos
constituyentes de las proteinas. Este comprende una cromatografia de intercambio i6nico
tras una hidrolisis &cida previa, excepto triptéfano (hidroélisis basica) y metionina y cisteina,
aminoéacidos azufrados que sufren una oxidacion total previa. La informacion arrojada por
el aminograma comprende tanto datos cualitativos como cuantitativos, ya que nos
proporciona la cantidad de cada aminoacido presente en las proteinas, ademas de servir
como un paso previo y obligatorio para el computo quimico de la calidad nutritiva de la
proteina, dando un aproximado de los resultados obtenidos por los métodos biologicos.

Tabla 11. Aminograma de las harinas de amaranto, frijol y harina comercial de maiz nixtamalizado
utilizadas en la investigacion.

Aminoacido/Muestra Harina de amaranto  Harina de frijol Harina de Maiz
Taurina 0.00 0.01 0.01
Hidroxiprolina 0.00 0.00 0.00

Acido aspartico 1.29 3.26 0.58
Treonina 0.55 1.12 0.30
Serina 0.82 1.38 0.35
Acido glutamico 2.57 3.96 1.65
Prolina 0.63 1.11 0.78
Lantionina 0.00 0.01 0.00
Glicina 1.19 1.02 0.34
Alanina 0.58 1.08 0.67
Cisteina 0.33 0.23 0.19
Valina 0.65 1.51 0.45
Metionina 0.34 0.26 0.18
Isoleucina 0.59 1.30 0.33
Leucina 0.90 2.23 1.12
Tirosina 0.52 0.90 0.29
Fenilalanina 0.65 1.60 0.43
Hidroxilisina 0.01 0.02 0.01
Ornitina 0.01 0.01 0.00
Lisina 0.87 1.83 0.26
Histidina 0.42 0.75 0.27
Arginina 1.47 1.55 0.42
Triptofano 0.26 0.33 0.07
Total 14.65 25.47 8.70
Proteina cruda* 17.32 25.99 9.38

* Porcentaje: N X 6.25.
Gramos por 100 gramos de muestra.
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En la Tabla 11 se muestran los resultados del aminograma a las 3 materias primas para la
fortificacion con proteina. En el caso de la harina de maiz, se presentaron valores
importantes de acido glutamico y leucina, caso contrario para lisina y triptéfano,
presentando 0.26 y 0.07g / 100g de harina, respectivamente. Ambos son los aminoacidos
limitantes del maiz y de todos los cereales (Serna Saldivar, 1998).

Sobre el amaranto, se observa una cantidad importante de acido aspartico, acido glutamico,
glicina y arginina. Para frijol, encontramos un aporte alto de acido glutdmico y aspartico,
leucina, serina, prolina, valina y lisina. En ambos casos, tanto el amaranto como el frijol,
presentan cantidades importantes de los aminoacidos limitantes del maiz, 0.87g de lisina y
0.269 de triptofano / 100g de harina de amaranto (3.5 veces mas, para ambos aminoacidos)
y 1.83 y 0.33g / 1009 de harina de frijol para dichos amino&cidos (7 veces més para lisina
y 4.7 veces para triptofano).

Estos datos llevaron a la realizacion de un computo quimico de aminoacidos, basandose en
que la inclusion de ambas harinas no excediera el 10% en todas las formulaciones
experimentales. Esta decision fue tomada porque en diversas investigaciones, se ha
reportado que aunque una fortificacion superior al 10% con harina de amaranto o frijol
aporta cantidades importantes de proteina de adecuado valor biolégico, esta puede
incrementar de manera importante el costo del producto, asi como afectar las propiedades
texturales y sensoriales de la tortilla resultante (Navarrete y Bressani, 1981; Morales et. al.,
1988; Aguirre Flores, 1996; Bressani, 2010). El anélisis de datos nos arrojo 3
formulaciones experimentales : 7% frijol con 3% amaranto (7F3A), 5% frijol y 5%
amaranto (5F5A) y 3% frijol y 7% amaranto (3F7A) (Tabla 12), las cuales se compararon
con un control de harina comercial de maiz nixtamalizado, llamada desde este punto TR.

Tabla 12. Andlisis bromatoldgico (base seca) y cuantificacion de lisina, triptéfano, fibra
insoluble y soluble de formulaciones de tortilla fortificada con harinas de frijol y amaranto.

7F3A 5F5A 3F7A TR
Proteina (%) 10.02° 10.59° 9.166" 8.59°
Lisina (Lys)* 3.89° 3.49° 3.85° 2.99°
Triptéfano (Trp)* 0.90° 0.85" 0.98" 0.80°
Extracto etéreo 1.45° 1.57° 1.70° 1.10°
FD total (%) 11.30° 11.29° 11.28"° 10.96°

FI (%) 10.86 10.89 10.92 10.75

FS (%) 0.44° 0.40° 0.36" 0.20°
Cenizas (%) 1.14° 1.15° 1.16° 0.92°
ELN (%) 74.81° 74.69° 74.58° 78.33°

'Promedio de tres repeticiones.
2\alores promedio con diferente letra en la misma linea son significativamente diferentes (p<0.05).
*Valores por mg/kg de proteina.
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Se puede observar que el impacto de la fortificacion de TR con los 3 diferentes porcentajes
de harina de amaranto y frijol es significativo (p < 0.05), principalmente en el aporte de
proteina total y en el porcentaje de lisina y triptofano, principalmente la formulacion con
5% de frijol / 5% de amaranto (5F5A), incrementando hasta en un 2% la proteina total.
Resultados similares fueron obtenidos en un proceso de nixtamalizacion de maiz y frijol
para la produccion de tortillas. En dicha investigacion se obtuvieron 9.71% proteina, 30g de
lisina/kg de proteina y 4.26g de triptofano/kg de proteina, en una mezcla de 95:5 maiz:frijol
(Cuevas-Martinez et. al., 2010). El incremento de extracto etéreo, fibra dietética total,
cenizas, asi como el decremento de ELN son significativos, lo que puede aportar un efecto
positivo en la dieta, ademas de afectar el comportamiento de las masas y tortillas
resultantes.

Referente a las formulaciones fortificadas con harina de nopal y harina de alga, antes de su
se elaboracidn, se realizaron los mismos analisis que a las férmulas con frijol y amaranto. A
través del escrito, se seguira esta secuencia. En la Tabla 13 se observan los valores
obtenidos para la harina de alga y nopal. La primera mostré una cantidad importante de
proteina cruda (13.13%), asi como un valor alto de cenizas (18.36%) y fibra dietética total
(44.44%). En el caso de la harina de nopal, estos ultimos valores también se muestran altos,
con valores de 14.22% y 43.76%, respectivamente. Es importante recalcar que en ambas, el
ELN muestra valores bajos, 21.15% para alga y 37.74% para nopal, lo que representa una
disminucion del 66% y 50% en ELN respecto a harina de maiz nixtamalizado.

Tabla 13. Anélisis bromatologico (base seca) harinas de alga y nopal y de harina comercial de
maiz nixtamalizado utilizados en la investigacion.

Componente/Muestra Harina de alga Harina de nopal  Harina de Maiz
Proteina (%0) 13.13 3.21 8.70
Extracto etéreo (%) 2.92 1.07 1.10
Fibra dietética (%0) 44.44 43.76 10.95
Cenizas (%) 18.36 14.22 0.92
ELN (%) 21.15 37.74 78.33

Promedio de tres repeticiones.

El alga utilizada en este estudio, Ulva clathrata, asi como de otros géneros, se conoce bien
su riqueza en polisacaridos complejos, vitaminas y minerales, bajas en contenido de grasa y
aportan un contenido medio o alto de proteina. Sin embargo, los datos de su
biodisponibilidad son limitados. (Bocanegra et. al., 2003). También, es por demas conocido
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que las algas contienen numerosos compuestos bioactivos que promueven un buen estado
de salud (Bocanegra et. al., 2009). Por estos conceptos, las algas, principalmente del género
Ulva (o Enteromorpha), representan una fuente natural con potencial econémico para la
nutricion humana y animal (Ortiz et. al., 2006).

Tanto Ulva clathrata como las demas especies del género presentan una cantidad
importante de compuestos nutricionales, variando entre 15 — 20g/kg de proteina, alrededor
de 9g/kg de extracto etéreo, de la cual, aproximadamente el 60% son grasas insaturadas
(22.6% monoinsaturado y 35.3% de poliinsaturados), 11.9% de fibra cruda, 16g/kg de
cenizas y 42.6% de carbohidratos solubles (Taboada et. al., 2009; Wong y Cheung, 2000).

En el caso del nopal, Opuntia ficus-indica, la composicion nutricional varia debido a la
naturaleza propia del cultivo y la salinidad del terreno. Para la produccion de harina de
nopal suele utilizarse el cladodio lignificado (2 — 3 afios de edad), con valores alrededor de
3.7% de proteina, 1.33% de grasa, 14.2% de cenizas (Lépez et. al., 1977; Pimienta, 1990),
ademaés de hasta 55.05% de fibra dietética total, con 14% de fibra soluble y 40% de fibra
insoluble (Cornejo Villegas et. al., 2010). Ambas harinas concuerdan con los reportes
citados.

En los aminogramas realizados a ambas harinas (Tabla 14), no se observaron cantidades
importantes de los aminoacidos limitantes de la harina de maiz, lisina y triptéfano. En la
harina de alga se presentaron 0.48g de lisina / 100g de muestra y 0.10g de triptéfano / 100g
de muestra. Para la harina de nopal, los valores fueron aun menores que la harina de maiz.
Debido a este hecho y obtener porcentajes superiores a 40% de fibra dietética para ambas
harinas (Tabla 13), se ide6 que dichas harinas pueden ser materias primas adecuadas para la
realizacion de formulaciones de harina y tortilla fortificada con fibra dietética.

Al realizar las formulaciones en los mismos porcentajes usados para las formulaciones con
frijol y amaranto (Tabla 15), se obtuvieron 3 tratamientos experimentales: 7% nopal y 3%
alga (7TN3AL), 5% nopal y 5% alga (5N5AL), y 3% nopal y 7% alga (3N7AL). En éstas se
observan diferencias significativas (p< 0.05) en los valores de proteina, fibra dietética (FD)
total, cenizas y ELN. En el caso proteina, FD total y cenizas, se observd un aumento
significativo respecto a la harina de maiz nixtamalizado (TR), reportando valores superiores
hasta un 36%, 30%, 176%, respectivamente.
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Tabla 14. Aminogramas de harinas de alga y nopal y de harina comercial de maiz
nixtamalizado utilizados en la investigacion.

Aminoacido/Muestra Harinadealga Harina de nopal Harina de Maiz
Taurina 0.09 0.02 0.01
Hidroxiprolina 0.34 0.00 0.00
Acido aspartico 1.70 0.34 0.58
Treonina 0.71 0.16 0.30
Serina 0.69 0.13 0.35
Acido glutamico 1.73 0.46 1.65
Prolina 0.50 0.19 0.78
Lantionina 0.02 0.00 0.00
Glicina 0.85 0.18 0.34
Alanina 1.28 0.22 0.67
Cisteina 0.30 0.04 0.19
Valina 0.80 0.21 0.45
Metionina 0.26 0.05 0.18
Isoleucina 0.48 0.17 0.33
Leucina 0.75 0.29 1.12
Tirosina 0.31 0.10 0.29
Fenilalanina 0.64 0.17 0.43
Hidroxilisina 0.18 0.06 0.01
Ornitina 0.12 0.00 0.00
Lisina 0.48 0.20 0.26
Histidina 0.12 0.06 0.27
Arginina 0.68 0.16 0.42
Triptéfano 0.10 <0.04 0.07
Total 13.13 3.21 8.70
Proteina cruda* 14.99 4.45 9.38

* Porcentaje: N X 6.25.
Gramos por 100 gramos de muestra.

Tabla 15. Analisis bromatologico (base seca) y cuantificacion de lisina, triptéfano, fibra
insoluble y soluble de formulaciones de tortilla fortificada con harinas de nopal y alga.

7N3AL 5N5AL 3N7AL TR
Proteina (%) 9.45° 10.59° 11.74° 8.59°
Lisina (Lys)* 2.86° 2.55° 2.22° 2.99°
Triptéfano (Trp)* 0.74° 0.66° 0.60° 0.80°
Extracto etéreo (%) 1.15 1.18 1.22 1.10
FD total (%) 14.26" 14.27° 14.29° 10.96°
Fl (%) 12.75° 12.49° 12.23° 10.75°
FS (%) 1.51° 1.78"° 2.06° 0.20°
Cenizas (%) 2.37° 2.46" 2.54° 0.92°
ELN (%) 67.96° 67.81° 67.66° 78.33°

'Promedio de tres repeticiones.
2\alores promedio con diferente letra en la misma linea son significativamente diferentes (p<0.05).
*Valores por mg/kg de proteina.
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El aumento de proteina presente en las formulaciones de fibra, principalmente en 3N7AL
representa un aporte cuantitativo significativo mas no_cualitativo, debido a la falta de
suplementacion con lisina y triptéfano, caso contrario a lo visto en las fortificaciones con
frijol y amaranto. Sin embargo, el aumento de fibra dietética significa un aporte importante,
tanto en cantidad bruta (FD) como en fibra insoluble (FI) y fibra soluble (FS), aportando
hasta un 18% de FI e incrementando hasta 10 veces mas los valores de FS, respecto a TR.
En el caso de cenizas, es del conocimiento que ambas fuentes vegetales son ricas en
minerales, principalmente calcio, fosforo, potasio y en el caso del alga, yodo y magnesio
(Taboada et. al., 2009; Wong y Cheung, 2000). Para el ELN, los valores disminuyeron en
un 13.6%, promedio. Estos cambios, ademas de aportar un efecto positivo en la dieta,
podrian modificar el comportamiento reolégico y textural de los productos resultantes.
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Analisis de harinas y masas

Propiedades de color en harinas y tortillas

El color es el primer estimulo sensorial recibido por el consumidor, por lo que se considera
una caracteristica de suma importancia en cualquier producto. Esta caracteristica fue
medida en el espacio de color L*, a* y b*; donde L* es referente a la luminosidad (0 =
negro y 100 = blanco), a* va de verde a rojo (de —a +) y b* va de azul a amarillo (de —a +).

Tanto en harina como en tortilla, se presentaron diferencias significativas (p< 0.05) entre
los tratamientos experimentales y la harina comercial (TR). En harina, TR fue maés
luminosa y menos amarilla que éstos. Después de un cocimiento, TR presento diferencias
importantes en la luminosidad, ademas de ser menos rojas (Tabla 16 y 17). Este hecho
puede explicarse, en parte, a la industrializacién de la harina de maiz nixtamalizado,
materia prima principal en todas las formulaciones. En este proceso, hay tiempos cortos de
reposo (alrededor de 1h), evitando el oscurecimiento del nixtamal y la aparicion del color
amarillo en el grano del maiz. A su vez, el uso de blanqueadores en las harinas comerciales
para tener harinas menos amarillas, que son de mayor aceptacion en el consumidor, pudo
ser otro factor importante en los valores obtenidos.

En el caso de las formulaciones proteicas (Tabla 16), presentan menor luminosidad, un
aumento en los tonos rojos y amarillos (valores positivos de a* y b*, respectivamente),
tanto en harina como en tortillas, acentuandose en estas Ultimas. En el caso de las
formulaciones con fibra dietética (Tabla 17), siguen el mismo comportamiento; siendo poco
luminosas, y variando los tonos a* y b*, con un aumento en el tono verde (valores
negativos de a*) y menos amarillas que TR (valores menores de b*), valores reportados con
anterioridad (Guevara Arauza et. al., 2011).

Estos datos nos indican que, aun con la presencia de blanqueadores de harina, las
reacciones de caramelizacién y de Maillard al momento de cocer la oblea de masa, aumenta
el tono amarillo de la tortilla resultante (Martinez et. al., 2001), en menor o mayor medida;
ademas de la presencia de pigmentos naturales, como polifenoles, clorofilas, antocianinas,
entre otros, presentes en las harinas que ejercen la fortificacion proteica y de fibra, que
ejercen un cambio en el color del producto.
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Tabla 16. Andlisis de color a formulaciones de harina y tortilla de tortilla fortificada con frijol

y amaranto.
HARINAS
Tratamiento L a* b*
TR 92.24° -0.81° 0.62"
7F3A 82.49" 0.84" 12.83"
5F5A 82.95" 0.77" 12.62°
3F7A 83.08" 0.73 12.69"
TORTILLAS
TR 74.12° 1.20° 19.46°
5F5A 68.12° 3.49° 19.33?
7F3A 69.20° 3.34° 18.80°
3F7A 68.29° 3.58° 18.96°

'Promedio de tres repeticiones.

2\alores promedio con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).

L* = 0 produce negro, L* = 100 indica un blanco difuso.
a*, valores negativos indican verde mientras valores positivos indican magenta.
b*, valores negativos indican azul mientras valores positivos indican amarillo.

Tabla 17. Andlisis de color a formulaciones de harina y tortilla fortificada con nopal y alga.

HARINAS

Tratamiento L a* b*
TR 92.24° -0.81° 0.62°
3N7AL 72.38" -1.97° 11.32°
5N5AL 74.30° -1.65 12.24°
7N3AL 76.17° -1.26" 12.95

TORTILLAS

Tratamiento L a* b*
TR 74.12° 1.20°% 19.46°
3N7AL 44.08" -4.02° 13.93"
5N5AL 48.18° -2.98" 14.91°
7N3AL 49.79" -1.99° 14.92°

'Promedio de tres repeticiones.

2\/alores promedio con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).

L* =0 produce negro, L* = 100 indica un blanco difuso.
a*, valores negativos indican verde mientras valores positivos indican magenta.
b*, valores negativos indican azul mientras valores positivos indican amarillo.
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Rendimiento y reologia de masas

Dentro de los analisis de rendimiento de masas realizados, comprendidos por la capacidad
de absorcion de agua (CAA), pérdida de peso y rendimiento de masa y tortilla (Tabla 18 y
19), no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre los diferentes tratamientos.
El no presentar cambio aparente dentro de este rubro nos indica un adecuado desarrollo de
la masa, siendo similar a la masa de tortilla comercial, hecho que se explica con los valores
de CAA vy el rendimiento de masa, ya que juntos indican el desarrollo de masa y su
adecuado tratamiento térmico posterior, ademas de indicar que el tamafio de particula esta
uniforme (Pérez Herrera et. al., 2002; Ferndndez Mufioz et. al., 2008).

Tabla 18. Andlisis de rendimiento de masas de formulaciones de harina de tortilla fortificada
con frijol y amaranto, respecto a masa de maiz nixtamalizado (TR). *?

. Rendimiento Masa Perdida Peso Rendimiento
0,
Tratamiento CAA(%) (%) (%) Tortilla (%)
TR 1.32° 231 26.10° 1.71
a a a a
TF3A 1.21 2.21 26.67 1.62
a a a a
SF5A 1.28 2.28 27.58 1.65
a a a a
3F7A 1.19 2.19 24.17 1.66

*Promedio de diez repeticiones.
2\alores promedio con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).

Tabla No. 19. Analisis de rendimiento de masas de formulaciones de harina de tortilla
fortificada con nopal y alga, respecto a masa de maiz nixtamalizado (TR).

Tratamiento CAA Rendimiento Masa Perdida peso Rendimiento
(%) (%) (%) Tortilla (%)
TR 1.32¢ 2.31° 26.10° 1.71°
3N7AL 1.38° 2.38° 25.46° 1.78°
S5N5SAL 1.28° 2.28° 26.44° 1.68°
7N3AL 1.31° 2.31° 25.18° 1.73°

*Promedio de diez repeticiones.
2\alores promedio con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).
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Referente a los indices de absorcion (IAA) y solubilidad en agua (ISA), las propiedades de
adhesion y cohesion; para las formulaciones proteicas se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) en IAA y cohesion (Tabla 20). Con respecto a las formulas con fibra
dietética (Tabla 21), se observé diferencia significativa (p<0.05) en el IAA. Ambos valores
significan una mayor absorcion de agua de la masa, ademas de mostrar un incremento de la
aglomeracion de las particulas en la misma, sin aumentar su pegajosidad. Los valores
arrojados para 1AA e ISA en todas los tratamientos fueron similares a los reportados para
harina comercial de maiz nixtamalizado (Flores Farias et. al., 2002).

Tabla No. 20. indice de absorcion de agua (IAA) e indice de solubilidad de agua (ISA) y
adhesion - cohesion para harinas de maiz fortificado con harinas de frijol y amaranto respecto
a un control de maiz nixtamalizado (TR)®.

1
. IAA ISA'  Fuerza de cohesion® Fuerza de adhesion?
Tratamiento (g de agua/g de (%) (N) (N)
harina) 0

a a b a

TR 5.45 4.24 1.93 -0.35
b a c a

7F3A 6.99 5.10 2.14 -0.25
b a a a

SF5A 7.01 5.42 1.50 -0.36
b a ab a

3F7A 6.96 4.85 1.70 -0.41

'Promedio de tres repeticiones.
’Promedio de cuatro repeticiones.
®valores promedio con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).

Tabla No. 21. indice de absorcion de agua (IAA) e indice de solubilidad de agua (ISA) y
adhesion - cohesion para harinas de maiz fortificado con harinas nopal y alga respecto a un
control de maiz nixtamalizado (TR)®.

1
Tratamiento ( deIaAAua/ de ISA'  Fuerza de cohesion? Fuerza de adhesion 2
? haring), (%) (N) (N)

TR 5.45% 4.242 1.932 -0.352
3N7AL 7.44° 5.33? 1.872 -0.32°
5N5AL 7.19° 4.87° 2.32° -0.32°
7TN3AL 7.36" 4.38% 1.752 -0.28%

'Promedio de tres repeticiones.
2promedio de cuatro repeticiones.
%Valores promedio con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).
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Cabe hacer notar que los valores de cohesion son menores a los reportados para masas de
harina comercial de maiz (2.57N), asi como para férmulas fortificadas con soya al 4%
(2.88N) y 6% (2.89N) (Figueroa Céardenas et. al., 2001). Esta diferencia puede deberse a
varias razones. Una de ellas es justo el uso de harina de maiz comercial para los
experimentos. El usarla podria hacer suponer que se presentaria menor variabilidad pero en
numerosas investigaciones han mostrado una inconsistencia en la calidad en éstas debido al
tipo de grano utilizado, las condiciones de procesado y almacenamiento de la materia prima
y producto terminado, principalmente (Bedolla y Rooney, 1984; Flores-Farias et. al., 2002).
Ademas, este tipo de harina de maiz tiene diversos aditivos para aumentar el rendimiento
de la masa para la realizacion de tortillas. Uno de estos ingredientes, la goma guar, puede
afectar el comportamiento de absorcion de agua del almidon, durante el mezclado como en
el proceso térmico (Nagano et. al., 2008).

Otro factor a considerar es la presencia de tipos de almidones diferentes al maiz. En el
primer caso, estan frijol y amaranto, los cuales proporcionan heterogeneidad en el tamafio y
forma de dicha macromolécula; cambiando los porcentajes de amilosa y amilopectina,
afectando la retrogradacion y viscosidad (Paredes-L6pez et. al., 1988, 1989), asi como la
cohesividad y adhesividad de las masas (Serna-Saldivar, 2008). Este Gltimo dato es
importante hacer hincapié, ya que debido a las concentraciones de amilosa en el amaranto
(4.7 - 12.5%) (Kong, 2009) y principalmente de frijol (34 — 39%) (Ovando-Martinez et. al.,
2011), se pudo afectar la adhesividad si las formulaciones experimentales tuvieran mayor
porcentaje de frijol, debido a que la adhesion esta correlacionada negativamente a la
concentracion de amilosa (Sahai et. al., 2001).

En el caso de las férmulas con nopal y alga, se observé un incremento de alrededor del 33%
en el 1AA para las 3 formulaciones experimentales. Dicho dato es por la inclusién de las
fibras y el tipo de éstas presentes en las harinas de nopal y alga. Se ha encontrado que el
aumento significativo en la presencia de fibras, tanto solubles e insolubles, afectan de
manera importante el comportamiento tecnoldgico de las harinas y masas resultantes.

La adicion de harina de nopal, especialmente cuando ha pasado por tratamiento térmico en
corto tiempo, como en el caso de la coccion de la tortilla, afecta la absorcién de agua
debido a la presencia de gomas, mucilagos y pectinas (Cornejo Villegas et. al., 2010). Se
han estudiado las propiedades reoldgicas del mucilago del nopal, tanto crudo (Medina
Torres et. al., 2010) como cocido (Ramirez Moreno et. al., 2013). En este ultimo se observo
que dicho biopolimero observa un comportamiento pseudoplastico al formar un gel, con
comportamiento y valores similares a la goma xantana y menores a la carragenina, almidon
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y geles de pectina (Marcotte et. al., 2001). Es decir, el comportamiento del mucilago del
nopal dentro de un producto alimenticio puede afectar la retencidon y absorcion de agua,
segun el tratamiento térmico al que ha sido sometido.

Las fibras presentes en el alga también han sido estudiadas. Estas presentan caracteristicas
importantes en su capacidad de hinchamiento y retencion de agua. Bajo tratamientos
térmicos a 60°C y 80°C, se ha observado que retienen entre 6.6g — 7g de agua por materia
seca (Yaich et. al., 2011), resultado similar a lo observado en nuestros datos. Es importante
hacer notar que la capacidad de hinchamiento, retencién y solubilidad en agua de las algas
no sélo esta dado por las fibras solubles, sino también por la proteina y depende de diversos
factores como el tratamiento térmico, pH, fuerza idnica, presencia de calcio, entre otros
(Fleury y Lahaye, 1991). Por lo tanto, podemos observar de manera clara que el efecto
sobre los valores de IAA en las formulaciones con nopal y alga estd directamente
relacionado con la fibra de ambas harinas.

Reuniendo los datos de CAA, rendimiento de masa y tortilla para ambos grupos de
formulaciones, se observa que el comportamiento reoldgico de las masas fortificadas es
anadlogo al de la masa TR, aumentando la cantidad de agua absorbida sin aumentar su
pegajosidad.

70



Propiedades térmicas de masas

Como se menciona en el apartado anterior, la presencia de almidones y biopolimeros de
otras fuentes, la variacion de la relacién amilosa — amilopectina, y el evidente procesado,
principalmente térmico, de nuestras materias primas, modifica la estructura vy
comportamiento del almidén, haciendo variar la viscosidad y la temperatura de
gelatinizacion de este.

La viscosidad es la resistencia u oposicion de un fluido a las deformaciones tangenciales.
En el caso del almidon, compuesto polimérico presente en altas cantidades en los cereales,
sufre cambios morfoldgicos y espaciales de suma importancia en los procesos termicos a
los que son sometidos los granos. ElI comportamiento de la viscosidad de las masas
fortificadas con proteina (Figura 7) no mostraron una diferencia significativa (p>0.05) al
compararlos con TR, bajo las condiciones del analisis de la viscosidad rapida (RVA, por
sus siglas en inglés); 90°C, por 5minutos. La curva presentada, tanto por las formulaciones
como por TR, muestran los 3 estadios caracteristicos de un perfil amilogréfico:
acoplamiento, disociacién y reasociacién molecular, dando la mayor viscosidad en un
rango de 2,500 — 3,000cP a 90°C. Este comportamiento nos da a entender que, ain con las
diferencias entre los tratamientos experimentales y TR, la conducta de las mezclas de
harinas es analoga al control.

Es importante hacer notar que la presencia de una mayor cantidad de almidones tratados
térmicamente, asi como el cambio en el rango de amilosa — amilopectina presentes en la
muestra analizada decrecen los valores de viscosidad (Rodriguez Sandoval et. al., 2005). El
amaranto utilizado dentro de la investigacion es un amaranto tratado térmicamente
mediante el proceso denominado “puffing”, asi como una molienda y tamizado por malla
#40 (Aguirre-Flores, 1996); caso similar el frijol, el cual fue remojado, cocido, secado,
molido y posteriormente tamizado (Cardenas-Quintana et. al., 2000). Estos hechos pueden
explicar la baja de viscosidad mostrada en los tratamientos; ademés del propio tratamiento
de nixtamalizacion de la harina TR, causa principal del decremento de la viscosidad en
almidones de maiz, comparados con almidones nativos (Méndez-Montalvo et. al., 2006).

Otro factor a considerar en los cambios de viscosidad de masas es la presencia de una
mayor cantidad de proteina, ya que se ha observado que a mayor concentracion de proteina,
la viscosidad resulta afectada, cambiando el termograma resultante del analisis
(Wannenberger y Eliasson, 1993).
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Fig.7. Andlisis de viscosidad de formulaciones de harina de maiz fortificada con diferentes
proporciones de frijol y amaranto (7F3A, 5F5A, 3F7A) con respecto a harina comercial de
maiz nixtamalizado (TR).

Sobre los resultados arrojados por las formulaciones con nopal y alga (Fig. 8), se puede
observar que hay un comportamiento similar a TR, excepto entre los 170 — 220 segundos a
90°C, donde se muestra un aumento significativo en la viscosidad de las muestras
experimentales, pasando de 1,800cP a 2,500cP, valor promedio. Este pico genera una
diferencia significativa (p<0.05) en la viscosidad aparente.

La presencia de dicho pico sugiere una alta cantidad de fibra, tanto soluble como insoluble.
En estudios sobre la inclusién de nopal en tortillas de maiz, se ha observado y estudiado
ampliamente este comportamiento. Se ha determinado que la presencia de este pico de
viscosidad aparente representa el cambio dado por la absorcion de agua provocado por las
gomas (Flores Farias et. al., 2002). Ademas, se ha observado que una inclusion mayor al
4% de harina de nopal decrece el desarrollo de viscosidad. Una mayor cantidad de ésta o de
concentraciones de fibra, decrecen los valores de viscosidad, creando sistemas multifase,
reduciendo el proceso de retrogradacion de almidon (Chaisawang y Suphantharika, 2006;
Cornejo Villegas et. al., 2010). Es decir, hay una competencia por el agua entre el almidén
gelatinizado y la fibra soluble dentro del sistema (Cornejo Villegas et. al., 2010).
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Fig. 8. Andlisis de viscosidad de formulaciones de harina de maiz fortificada con diferentes
proporciones de nopal y alga (TN3AL, 5N5AL, 3N7AL) con respecto a harina comercial de
maiz nixtamalizado (TR).

Para complementar estos datos, se realizd el analisis térmico del almidon. Dicho analisis
comprende el fendmeno de gelatinizacion, arrojando las temperaturas de inicio (To o
Tonset), pico (Tp) y final (Te), asi como también la cantidad de energia requerida para
llevar a cabo la fendmeno (entalpia de gelatinizacién o AH). Tanto en muestras proteicas
(Tabla 22) como en muestras con fibra dietética (Tabla 23), se presentd diferencia
significativa (p<0.05) en los valores de Tonset, no asi en Tp y AH, presentando valores
dentro de los registrados para harinas de maiz nixtamalizado (Mondragén et. al., 2004;
Méndez et. al., 2006).

En investigaciones previas, se ha observado que mientras mayor sea el valor de Tonset, las
muestras presentan una mayor cantidad de proteina y un proceso fisico y térmico mas
exhaustivo (Wannenberger y Eliasson, 1993; Sandoval-Aldana et. al., 2005), como en el
caso de este estudio. Estos datos son soportados con los valores observados en AH, los
cuales sugieren condiciones severas en el proceso; debido a que algunos almidones pierden
su birefrigencia, asi como necesitan una menor cantidad de energia para pasar a la fase de
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transicion (Méndez-Montalvo et. al., 2006), ademas del proceso de competencia entre
almidones gelatinizados y la fibra soluble (Cornejo Villegas et. al., 2010).

Tabla 22. Temperaturas de gelatinizacion inicial y final y entalpia de gelatinizacion de
formulaciones de harina de maiz fortificada con frijol y amaranto con respecto a harina
comercial de maiz nixtamalizado.

Muestra Entalpia de gelatinizacion AH (mJ) Tonset (°C) Tp (°C)
TR 6.30 64.43 7111
7F3A 6.98" 64.91 7173
5F5A 6.35 65.20 71.83
3F7A 6.92° 64.69 7131

'Promedio de tres repeticiones.
2\/alores promedio con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).

Tabla No. 23. Temperaturas de gelatinizacion inicial y final y entalpia de gelatinizacion de
formulaciones de harina de maiz fortificada con nopal y alga con respecto a harina comercial
de maiz nixtamalizado.

Muestra Entalpia de gelatinizacionAH (mJ) Tonset(°C) Tp (°C)

TR 6.30° 64.43° 71.11°
3N7AL 7.13° 65.87° 72.67°
5N5AL 6.45% 65.51° 72.08"
7N3AL 7.83 65.69° 72.47°

'Promedio de tres repeticiones.
2\alores promedio con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).

Por lo tanto, se observaron diferencias en el comportamiento de la viscosidad de las masas
de harina fortificada pero sin presentar cambios significativos para las muestras con
proteina, no asi para las muestras con fibra dietética. Estos cambios, significativos o no, se
deben a la presencia de mayor porcentaje de proteina y fibra en las masas, asi como el
cambio en la relacién amilosa - amilopectina y la competencia del almidon retrogradado
versus la fibra soluble presente en las muestras.

74



Propiedades de textura de tortillas

Las caracteristicas de las propiedades de textura son importantes desde el punto de vista de
calidad, asi como con el grado de aceptacion por el consumidor. Estas caracteristicas de
aceptabilidad, se relacionan con evaluaciones objetivas y subjetivas de dureza y rolabilidad,
dentro de estas tenemos: trabajo, fuerza de corte, distancia de ruptura y rolabilidad
subjetiva (Tabla 24 y 25).

Dentro de los resultados arrojados para las muestras con frijol y amaranto, se presentan
diferencias significativas (p<0.05) en los parametros de fuerza de extensibilidad, distancia y
fuerza de corte; lo que significa que nuestros tratamientos son mas suaves y por lo tanto,
més faciles de cortar que TR, siendo la formulacion con mayor cantidad de amaranto
(3F7A) la que presenta los valores menores, es decir, la mas suave de las tortillas.

Este resultado manifiesta la introduccion de la harina de amaranto, ya que la inclusion de
ésta hace mas suave y mas humeda, tanto la masa como la tortilla, afectando propiedades
de textura en las tortillas (Aguirre-Flores, 1996; Méndez-Albores et. al., 2003). Sin
embargo, las tortillas fortificadas y ain TR, presenta valores menores a los reportados en
literatura para los diferentes tratamientos de tortilla a nivel laboratorio (Martinez et. al.,
2001) o con tortillas comerciales fortificadas con 4% y 6% de soya (Figueroa Cardenas et.
al., 2001), ya que en este caso, no hubo un control directo de las condiciones de
nixtamalizacion del grano de maiz y por ende, del almidén presente. Sin embargo, se
encuentran dentro del rango de tensién, corte y rolabilidad reportados para tortillas
nixtamalizadas con frijol blanco entre 5% y 10% (Cuevas Martinez et. al., 2010).

Referente a la rolabilidad, las tortillas son equivalentes al control TR (Tabla 24),
probablemente porque la medicién se realiz6 para las tortillas en fresco, es decir, en tortillas
preparadas al mismo tiempo y con el mismo tiempo de enfriamiento (30 minutos), aunque
generalmente la medicion de la rolabilidad se realiza para referir la vida de anaquel de las
tortillas. Es importante resaltar que a pesar de existir la metodologia para realizar la
medicion de rolabilidad objetiva, por lo general, las mediciones de rolabilidad se hacen
subjetivamente, como en este trabajo.
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Tabla 24. Andlisis de fuerza de tension, y corte, distancia de rupturay rolabilidad subjetiva de
formulaciones de tortillas fortificadas con frijol y amaranto con respecto a tortillas de harina
comercial de maiz nixtamalizado®.

Tratamiento Fuerza de tension Distancia de Trabajo de Rolabilidad
(N)* ruptura (mm) * corte (N) (subjetiva)*?
TR 1.65° 6.03° 6.66° 18
TF3A 1.16° 4.15 5.98° 1°
5F5A 1.15° 5.33" 5.22° 18
3F7A 1.09° 4.98° 4.75° 18

*Promedio de cuatro repeticiones.

\ Promedio de seis repeticiones.

!Promedio de quince repeticiones.

2\alores promedio con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).

®Rolabilidad de tortilla: 1 = tortilla sin rompimiento, 2 = parcial rompimiento en el centro y bordes de la tortilla y 3 =
tortilla con dafio completo.

Tabla 25. Andlisis de fuerza de tension y corte de formulaciones de tortillas fortificadas con
nopal y alga con respecto a tortillas de harina comercial de maiz nixtamalizado.

) Fuerza de tensién Distancia de Trabajo de Rolabilidad
Tratamiento J
(N)* ruptura (mm) * corte (N)® (subjetiva)
TR 1.652 6.03° 6.66" 1°
3N7AL 1.51° 4.90° 6.33° 18
5N5AL 1.47° 4.83° 6.51° 18
TN3AL 1.39% 3.11° 5.62° 1°

*Promedio de cuatro repeticiones.

\ Promedio de seis repeticiones.

'promedio de quince repeticiones.

2\/alores promedio con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).

®Rolabilidad de tortilla: 1 = tortilla sin rompimiento, 2 = parcial rompimiento en el centro y bordes de la tortilla y 3 =
tortilla con dafio completo.

Sobre las formulaciones con nopal y alga (Tabla 25), se observaron tortillas con la misma
fuerza de extensiéon y corte, faciles de rolar. En el pardmetro donde se observé una
diferencia significativa (p< 0.05) fue en la distancia de ruptura, presentando valores
menores en todas las formulaciones fortificadas. A su vez, se observo que al incrementar la
cantidad de nopal y disminuir el porcentaje de alga (7N3AL), esta muestra diferencia
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significativa en distancia de ruptura y fuerza de corte, por lo que se vuelven mas suaves y
faciles de cortar.

Estos datos corroboran los valores dados por el analisis de viscosidad aparente (RVA). En
dicho apartado se comenta sobre el efecto de la fibra dietética, tanto soluble como
insoluble, en el comportamiento en la masa, mostrando la formacion de un sistema
multifasico dado por la presencia de mayor cantidad de FD, tanto FI como FS. En este caso,
al pasar un proceso térmico, los procesos de hidratacién dentro de la tortilla se ven
afectados por la presencia de la FD, haciendo tortillas ligeramente mas faciles de cortar al
momento de su realizacion.

Por ejemplo, en tortillas hechas con 48% de nopal, se produjeron tortillas méas suaves y con
menor dureza que las control de 100% maiz, al momento de realizarse (Guevara Arauza et.
al., 2011). Otro caso similar es que la inclusion de FI al 6% afecta las propiedades
fisicoquimicas y reoldgicas, tanto de masas como de tortillas. En dicho reporte se encontro
gue la tortilla resultante es mas suave y decrece el rango de deshidratacion debido a la
presencia de ésta (Ardmbula et. al., 2002). En ambos casos, los cambios texturales fueron
atribuidos a la mayor presencia de FD, debido al conocimiento de que ciertos carbohidratos
ayudan a la retencion de humedad, modificando la textura y previniendo la pérdida de
humedad como consecuencia. Por lo tanto, podemos comentar que nuestras formulaciones
fortificadas con fibra son mas suaves y menos duras que TR debido a la presencia de las
fibras y su propiedad de retencidn de agua; todo esto al estar recién hechas.

Con base en los resultados, las formulaciones fortificadas con frijol y amaranto fueron
ligeramente menos luminosas y mas amarillas, ademas de mas suaves que TR, debido a una
mayor presencia de almidones gelatinizados. En el caso de las fortificadas con nopal y
alga, se obtuvieron tortillas menos luminosas y verdes, asi mismo, mas suaves Yy faciles de
romper que TR debido al aumento en la cantidad de FD. Ambos grupos presentan un
rendimiento de masa y tortilla y enrolamiento andlogo a TR.

Por lo tanto, se obtuvieron formulaciones fortificadas con un nivel de calidad cercano a TR,
ya que una tortilla que enrolle facilmente, presente una clara definicion de forma y una
textura apropiada o similar a la tortilla regular indica un adecuado procesamiento con las
concentraciones apropiadas de las materias primas utilizadas para la obtencién de la misma
(Vazquez Carrillo et. al., 2003), lo que genera una tortilla aceptable, tecnoldgicamente.
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Polifenoles totales y actividad antioxidante

Concerniente a las formulaciones con harina de frijol y amaranto; la harina de frijol
contiene la mayor concentracion de polifenoles totales, con 6.10 mg equivalentes de cido
galico (mg GAQ/g de muestra), después la harina de amaranto, con 5.58 mg GAQ/g de
muestra. Ambas muestras se exponen aqui para mostrar la cantidad total de polifenoles de
las materias primas (Tabla 26). De las formulaciones de harinas para tortilla, se observa que
no hay diferencia significativa entre TR y 7F3A, 5F5A y 3F7A, mostrando entre 2.36 —
2.39 mg GAQ/g muestra, aumentando solo 20% la cantidad de polifenoles totales. Al
procesarlas para la elaboracion de tortillas, se observo una disminucién de alrededor del
70% para todas las formulaciones, obteniendo un valor medio de 0.65 mg GAQ/g de
muestra.

Tabla 26. Concentracion de polifenoles totales en harinas y tortillas fortificadas con harina de
frijol y amaranto en 3 diferentes concentraciones’?.

Polifenoles totales (mg GAQ /g) en harina Polifenoles totales (mg GAQ /g) en tortilla

HF 6.10°
HA* 5.58°
TR 1.99° 0.61°2
7F3A 2.392 0.68°
5F5A 2.382 0.66°
3F7A 2.362 0.632

*Promedio de tres repeticiones.
2 Valores promedio en la columna con diferente letra son significativamente diferentes (p<0.05).
*HF = harina de frijol. “HA = harina de amaranto.

Los valores arrojados por los andlisis son cercanos a otros reportados en literatura. En el
caso de amaranto, se reporta una cantidad entre 4 y 4.40 mg GAQ/ g de muestra seca
(Pasko et. al., 2008). Anteriormente se ha reportado una cantidad de polifenoles totales de
5.556mg GAQ/g de muestra para harina de frijol negro (Grajales Garcia et. al., 2012), 3.19
mg equivalentes de &cido ferulico (FAE) / g de muestra para frijol blanco y hasta 11.93 mg
FAE/g de muestra para frijol rojo (Anton et. al., 2009).Al igual que para frijol, el rango de
datos para maiz es mayor, debido a las diversas variedades coloreadas que se cultivan. En
el caso del maiz blanco y amarillo (usados para nixtamalizacion), los valores medios son de
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1.04 — 1.07 mg GAQ/g de muestra (LOopez Martinez et. al., 2009; Saura Calixto et. al.,
2007).

En diversos reportes se han obtenido para mezclas de maiz/frijol extruidas, en relacion
90/10, valores de 0.75mg FAE/g de muestra y valor medio de 10 mg eq de (+)-catequina/ g
de muestra para taninos condensados (Anton et. al., 2009). En muestras de maiz QPM
nixtamalizado, mas harina de frijol negro (70/30), el valor para polifenoles fue de 1.99 mg
GAQ/g de muestra (Grajales Garcia et. al., 2012).

Sobre la actividad antioxidante expresada como equivalentes de trolox (TEAC pmol/kg de
muestra), mediante el método ABTS, se observa el mismo comportamiento que para
polifenoles totales (Tabla 27). La harina de frijol presenta el valor mayor, con 21.95 TEAC
umol/g de muestra, siguiendo la harina de amaranto con 11.17 TEAC pmol/g de muestra.
Tanto la harina de TR como las harinas fortificadas no muestran diferencias significativas
entre si, mostrando valores entre 12.71 a 13.31 TEAC pmol/g de muestra, promedio.
Después de la elaboracién y coccién de la tortilla de cada una de las harinas, se observo una
grave disminucion, (entre 90 y 92%) de la actividad antioxidante como TEAC pmol/g, para
las 4 formulaciones.

Tabla 27. Actividad antioxidante ABTS (umol/kg) de harinas y tortillas fortificadas con
harina de frijol y amaranto en 3 diferentes concentraciones™?.

Actividad Antioxidante (TEAC pumol/kg)  Actividad Antioxidante (TEAC umol/kg)

en harina en tortilla
HF® 21.95°
HA* 11.17°
TR 12.71°2 1.12%
TF3A 13.31° 1.13%
5F5A 13.09°2 1.05%
3F7A 12.882 1.00?2

*Promedio de tres repeticiones.
2 Valores promedio con diferente letra son significativamente diferentes (p<0.05).
*HF = harina de frijol.*HA = harina de amaranto.
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Para las harinas y tortillas fortificadas con fibra, el valor mayor de polifenoles totales lo
arrojé la harina de nopal (HN), con 4.25 mg GAQ/g de muestra. Le siguio, en orden
descendente, la harina de alga (HAL) con 3.67 mg GAQ/g de muestra. Ambas mostraron
diferencia significativa (p< 0.05) con respecto a la harina de maiz nixtamalizado (TR) y las
muestras fortificadas. Estas mostraron un valor de 1.99 mg y 2.19 mg GAQ/g de muestra,
respectivamente (Tabla 28). Al igual que en las formulaciones anteriores, la disminucion en
el proceso de harina a tortilla fue de manera dréstica, disminuyendo en valores cercanos al
70% de mg GAQ/ g de muestra.

Siguiendo la misma relacién a las fortificaciones anteriores y los valores propios de
polifenoles totales, HN presentd la mayor actividad antioxidante ABTS, con 34.56 pumol
TEAC/g de muestra seca. Entre ésta y HAL (32.29 umol TEAC/g) no se presento
diferencia significativa; no asi para TR y las harinas fortificadas con fibra (p< 0.05),
arrojando valores de 12.71 umol TEAC/g y 14.78 umol TEAC/g, respectivamente. La
disminucion de actividad antioxidante en el procesado fue de un 90%, valor promedio
(Tabla 29).

Tabla 28. Concentracidn de polifenoles totales en harinas y tortillas fortificadas con harina de
nopal y alga en 3 diferentes concentraciones™?.

Polifenoles totales (mg GAQ /g) en Polifenoles totales (mg GAQ /g) en
harina tortilla
HN® 4.25°
HAL' 3.67°
TR 1.99% 0.61°
7TN3AL 2.20° 0.65%
5N5AL 2.19° 0.63°
3N7AL 2.18° 0.70°

'Promedio de tres repeticiones.
2 Valores promedio en la columna con diferente letra son significativamente diferentes (p<0.05).
®HN = harina de nopal. “HAL = harina de alga.
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Tabla 29. Actividad antioxidante ABTS (umol/Kg) de harinas y tortillas fortificadas con
harina de nopal y alga en 3 diferentes concentraciones™?.

Actividad Antioxidante (TEAC umol/g)  Actividad Antioxidante (TEAC umol/g)

en harina en tortilla
HN® 34.56°
HAL* 32.29°
TR 12.712 1.122
7N3AL 14.82° 1.47°2
5N5AL 14.78" 1522
3N7AL 14.73° 1.61°2

'Promedio de tres repeticiones.
2 Valores promedio con diferente letra son significativamente diferentes (p<0.05).
®HN = harina de nopal. “HAL = harina de alga.

Por lo tanto, en ambos grupos de tratamientos se observa el mismo comportamiento; una
pérdida de alrededor del 70% de polifenoles totales y un 90% de actividad antioxidante en
el proceso de coccidn de tortilla. Dicho comportamiento se ha observado y estudiado a
profundidad en los ultimos afios, tanto en maiz como en las deméas materias primas. Estos
se detallan a continuacion.

En el caso del maiz, se ha encontrado que contiene una alta concentracion de acido
cumarico y feralico, ademas de poder encontrar cantidades significativas de antocianinas y
carotenoides, segun variedad. Sin embargo, el proceso térmico, especialmente el
nixtamalizado, afecta la cantidad y la estructura quimica de éstos. En el caso particular de
la nixtamalizacion, durante el cocimiento alcalino del maiz muchos de los fitoquimicos que
se encontraban originalmente ligados a la matriz amilacea y fibrosa, se solubilizan o se
transforman en moléculas menos complejas con mayor bioactividad, particularmente
compuestos antioxidantes; otros pueden lixiviarse al nejayote, perdiéndose y siendo
desechados (Gutiérrez Uribe et. al., 2012).

Por lo tanto, la concentracién presente de fitoquimicos entre grano, harina y tortilla puede
variar ampliamente, segin la naturaleza del producto y el procesamiento al que es
sometido. Por ejemplo, en un proceso de nixtamalizacion ecoldgica, se han reportado en
granos de maiz blanco, amarillo y negro Humilpan valores de 40 — 80 mg FAE/kg de
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muestra, mientras que en las harinas respectivas valores medios de 24.5 — 67.4 mg FAE/kg
de muestra. A su vez, la actividad antioxidante (DPPH) entre grano, harina y tortilla
disminuye de 2,450 — 2,980 mg acido ascérbico (A.A.)/kg de muestra a 2,140 — 2,910 mg
A.A. /kg de muestra y 1,630 — 2,690 mg A.A./kg de muestra, respectivamente (Rodriguez
Méndez y Figueroa Cardenas, 2012). Es decir, se presenté una pérdida de 50% de
polifenoles en la transformacion de grano a harina y una peérdida de alrededor del 20% de
actividad antioxidante (DPPH).

En el caso de frijol y amaranto, se ha observado que entre los compuestos bioactivos o
nutracéuticos del frijol, destacan los compuestos fendlicos, la fraccion indigerible (fibra
total dietética y péptidos bioactivos) con propiedades bioldgicas importantes relacionadas
con la reduccion del riesgo de padecer enfermedades cronico degenerativas (Xu y Chang,
2007a; Xu y Chang 2008; Xu y Chang 2009).La concentracion y tipo de polifenoles cambia
segun la variedad de frijol, encontrandose la mayoria en la testa. De esta se obtienen
cantidades importantes de quercetina 3 — O - glucorona, proantocianidinas como
prodelfinidinas y propelargonidinas (Crozier, Jaganath y Clifford, 2009).

De acuerdo a reportes, los tratamientos térmicos a los que se tiene que someter al frijol para
su uso como alimento causan incrementos importantes en las cantidades de acido galico,
provocando un decremento de otros &cidos fenolicos y derivados, como acidos benzoicos,
cinamicos, entre otros (Xu y Chang, 2009). Estos cambios suceden debido a 3 procesos: 1)
la degradacién oxidativa de los acidos fendlicos, incluyendo oscurecimiento enzimatico, 2)
la liberacion de los acidos fendlicos de sus formas conjugadas y 3) la formacion de
complejos con proteinas, taninos y antocianinas (Fleuriet y Macheix, 2003), lo que provoca
pérdida tanto en cantidad como en niveles detectables.

Para amaranto, se ha estudiado la termoestabilidad de los compuestos fendlicos de
amaranto bajo diversas condiciones (coccion, “puffing”, tostado, extruido y molido) y se ha
encontrado que el procesado reduce alrededor del 30% de los polifenoles totales (GAQ/g de
muestra seca), haciendo lo mismo con la capacidad antioxidante (Queiroz et. al., 2009). Es
decir, los fitoquimicos del grano de amaranto son particularmente susceptibles a procesos
térmicos, principalmente a procesos hidrotérmicos, en comparacion a cereales verdaderos y
leguminosas, pudiendo disminuir su cantidad hasta en un 70% en equivalentes de catequina
(Kunyanga et. al., 2012). Por lo tanto, tenemos 2 materias primas para la fortificacion de
proteina que sufren pérdidas importantes de fitoquimicos con actividad antioxidante, ya
seas por degradacion oxidativa o por el propio proceso térmico al que es sometido.
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Para las harinas de nopal y alga, se ha reportado en nopal, cantidades de polifenoles totales
entre 5.71 — 3.82 GAQ mg/g de muestra sin procesar. Al hacer pasar el cladodio de nopal
por un proceso de coccidn, los niveles disminuyen entre 3.75 — 3.16 GAQ mg/g de muestra.
Es decir, la retencion de los polifenoles totales en nopal después de un proceso térmico
himedo es alrededor del 50%. Este comportamiento también se observa en su capacidad
antioxidante (ABTS), en donde la muestra sin procesar observa valores cercanos a 15
TEAC pmol/g, al procesarla térmicamente, disminuye hasta 6.08 TEAC umol/g de
muestra, lo que significa una disminucién de alrededor del 70% (Jaramillo Flores et. al.,
2003; Ramirez Moreno et. al., 2013).

Es importante hacer notar que los cladodios de nopal son ricos en vitamina A, C y E, por lo
que su capacidad antioxidante no esta directamente relacionada a la concentracion de
polifenoles presentes, sino que ésta depende principalmente de la concentracion final de
beta caroteno, acido ascérbico y tocoferoles presentes en la muestra de nopal (Santos Zea
et. al. 2011; Ramirez Moreno et. al., 2013).

Caso similar es el del alga, donde se pueden encontrar diversos polifenoles, asi como otros
fitoquimicos que proporcionan actividad antioxidante. Se han reportado polifenoles totales
en cantidad de 10.84 GAQ mg/g de materia seca y una actividad antioxidante (FRAP) de
464 pmol/g de alga seca (Garcia Casal et. al., 2009). Se han reportado valores menores
(2.02 GAQ mg/g de alga seca) al estudiar la concentracion de flavonoides en Ulva lettuca
pero indicando la posible presencia de otros polifenoles, mediante analisis de FTIR
(Meenakshi et. al., 2009).

Ademas, es de esperarse que el alga U. clathrata contenga cantidades importantes de
clorofilas y otro compuestos que aporten una actividad antioxidante. Existen datos
especificos para esta especie, reportando de 250 — 441 mg kg-1 de carotenoides totales y
entre 10.2 — 35.2 mg kg-1 de xantofilas totales (Pefia Rodriguez et. al., 2011). Para otras
especies del género Ulva se han reportado (base humeda) clorofilas totales (0.508mg/g),
vitamina C (42.6 mg/g ) y un contenido medio de polifenoles totales de 5.45 mg/g (Burtin,
2003; Abirami y Kowsalya, 2011), asi como a-tocoferol (258mg/kg) y y-tocoferol
(963.5mg/kg), ambos en base seca (Ortiz et. al., 2006). También se han encontrados otros
compuestos con actividad antioxidante en este género de alga, como
dimetilsulfonopropionato y dimetilstlfido (Sunda et. al., 2002) y Hierro en su forma
reducida (Jiménez Escrig et. al., 2001; Qi et. al., 2006; Yuan y Walsh, 2006). Por lo tanto,
en el caso de las formulaciones con nopal y alga, se presentan materias primas con
sensibilidad a los procesos térmicos pero que exhiben una gama mas amplia de
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antioxidantes, lo que genera una mayor diversidad y complejidad al estudio de los mismos
y su actividad antioxidante.

Por lo tanto, los datos consultados en literatura ayudan a concluir que los diferentes
procesos térmicos para la obtencion de harinas y tortillas cambian o disminuyen las
concentraciones de fitoquimicos con capacidad antioxidante, por lo que el producto
terminado no cumple con aumentar la cantidad de antioxidantes. Ademas, el contar con una
amplia gama de métodos de cuantificacion e identificacion, asi como de compuestos con
actividad antioxidante dentro de las materias primas, incrementa la diversidad de estudio
en esta area, siendo un area de oportunidad para futuras investigaciones.
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, CAPITULO2
EVALUACION SENSORIAL Y VIDA UTIL DE TORTILLAS
FORTIFICADAS
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion sensorial de tortillas y vida de anaquel.

Las caracteristicas de textura y color de las tortillas son importantes porque nos dan una
idea de la calidad de los productos, sin embargo, las caracteristicas de aceptabilidad del
producto tales como sabor, el color, el olor y la textura las debe definir el consumidor. En
este estudio se hizo una evaluacion de la aceptabilidad general de los productos elaborados.

El andlisis sensorial realizado a 40 personas entre 18 y 25 afios de edad (22 mujeres y 18
hombres) consistié en una escala heddnica de 9 puntos. En la escala se evalud las 4
diferentes muestras, midiendo su nivel de agrado y se hacia sefialar cual fue la de mayor
agrado (Fig. 9 y 10).

Dentro de los resultados para las formulaciones con frijol y amaranto, se observé que el
tratamiento de mayor aceptacion en la prueba de escala hedonica es la muestra de 100%
maiz nixtamalizado (TR), la cual presenta la mayor frecuencia dentro de los parametros de
agrado (5 — 9) en la escala hedonica. En orden de mayor a menor agrado fueron: 3F7A,
7F3A y finalmente, 5F5A, la cual presenta poca aceptacion, siendo en su mayoria valorada
dentro del nivel no aceptable (4 = me desagrada un poco).

Las caracteristicas negativas que el panel le atribuy0 a ésta, asi como en algunos casos, a
7F3A, fueron: “presenta sensacion arenosa”, “estd ‘masuda’”, “se siente seca por fuera y
algo humeda por dentro” y “un resabio arenoso”. En ningun caso se hizo sefialamiento del
color u olor de las muestras.

En la Fig. 10, podemos observar que dentro de los tratamientos con nopal y alga, el de
mayor aceptacion fue la muestra de 100% maiz nixtamalizado (TR), la cual presenta la
mayor frecuencia dentro de los niveles 5 (me es indiferente) hasta el nivel 9 (me es muy
agradable), siendo su pico maximo en el nivel 8 (me gusta mucho). En orden de mayor a
menor agrado se presentaron: 3N7AL, 5N5AL y finalmente, 7N3AL. Esta Gltima presenta
poca aceptacion, siendo en su mayoria valorada dentro del nivel no aceptable (4 = me
desagrada un poco). Las caracteristicas negativas que el panel le atribuy0 a los tratamientos
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experimentales fueron: “presenta sensacion arenosa”, “resabio arenoso”, “resabio a sushi”,
“color poco agradable”.
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Fig 9. Escala heddnica para los tratamientos de tortilla fortificada con harina de frijol y amaranto a 3
diferentes concentraciones (1. Me es muy desagradable, 2. Me desagrada mucho, 3. Me desagrada, 4.Me
desagrada un poco, 5. Me es indiferente, 6. Me gusta un poco, 7. Me gusta, 8. Me gusta mucho, 9. Me es
muy agradable).
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Fig 10. Escala heddnica para los tratamientos de tortilla fortificada con harina de nopal y alga a 3
diferentes concentraciones (1. Me es muy desagradable, 2. Me desagrada mucho, 3. Me desagrada, 4.Me
desagrada un poco, 5. Me es indiferente, 6. Me gusta un poco, 7. Me gusta, 8. Me gusta mucho, 9. Me es
muy agradable).
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Un aspecto importante en la industria de alimentos es la vida de anaquel o vida util del
producto. Esta se define como el periodo que corresponde, bajo circunstancias definidas, a
una tolerable disminucion de su calidad. Este tipo de estudios permiten establecer los
puntos débiles de un producto al someterlo a determinadas condiciones de almacenamiento,
informacion indispensable para la mejora del producto a través de su reformulacion o
modificacion de su empaque. Pueden estar dados por el conjunto de anélisis fisicoquimicos,
sensoriales 0 una mezcla de ambos.

Ambos grupos de formulaciones fueron sometidos a un estudio de vida de anaquel
acelerada, simulando condiciones de almacenamiento de una tortilleria comun. Se
empaquetaron en bolsas de polietileno en grupos de 15 tortillas a 22°C + 2, en humedad
ambiente. El estudio estaba contemplado para 7 dias de duracion pero debido a las
condiciones de temperatura y humedad, las muestras resistieron sélo 3 dias. Durante este
tiempo se evaluo la rolabilidad subjetiva y el porcentaje de humedad. La calidad
microbiologica no fue evaluada pero se presume de buena calidad microbioldgica, debido a
reportes indicando 3 dias promedio para tortillas a 22°C (Martinez Flores et. al., 2004).

Dentro de las formulaciones con frijol y amaranto, no se observdé cambio alguno en la
rolabilidad del dia O a las 24h, mostrando 1 como valor. A partir de las 48h, se presenta un
cambio en todas las formulaciones, incluyendo TR. A las 72h, hubo diferencia significativa
(p<0.05) en el valor de rolabilidad, siendo 3 (25 - 50% de rompimiento) tanto en TR como
en 3F7A y 5F5A. La formula 7F3A presentd mayor rompimiento, con un valor de 4 (>50%
de rompimiento).

Respecto a humedad, desde el dia O se observo diferencia significativa (p<0.05) entre las
distintas formulas. En orden decreciente, 5SF5A 41.67%, 7F3A 40.33%, TR 38.46% y 3F7A
33.33%, valores dentro de lo establecido para una tortilla recién hecha (Agama Acevedo et.
al., 2004, 2005). Del dia 1 al 2, se observd un cambio drastico en el valor de humedad,
llegando hasta un 20% para TR y 3F7A. Para 5F5A y 7F3A, los valores fueron de 26.41%
y 28.58%, respectivamente. Del dia 2 al 3, el valor mayor fue para TR, con 18%, en orden
decreciente le siguieron 5F5A, 3F7A y 7F3A.

La rolabilidad en las muestras con nopal y alga muestran un comportamiento similar a las
fortificadas con frijol y amaranto. En el dia O y 1 la rolabilidad fue de 1 (sin cambio y
rompimiento aparente). En el dia 2, hubo presencia de rompimiento en todas las formulas,
incluyendo TR. Para el dia 3, hubo una mayor presencia de rompimiento, con niveles de 3
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(25 — 50% de rompimiento) para TR, mientras que para las tortillas fortificadas el valor fue
4 (>50% de rompimiento). Este Gltimo cambio representa una diferencia significativa
(p<0.05).

Para las determinaciones de humedad, se presentaron diferencias significativas (p<0.05)
durante los 3 dias de estudio. Del dia 0 al 1 el valor mayor fue para la tortilla con mayor
porcentaje de alga, 3N7AL, con 41%. Le siguieron de forma descendiente TR, 5SN5AL y
7N3AL, con 36.66%. Dichos valores dentro de los valores establecidos para tortilla comun
recién hecha (Agama Acevedo et. al., 2004, 2005). Los valores del dia 1 al 2, muestran un
comportamiento muy diferente al otro grupo de formulaciones. 3N7AL presenta el mayor
porcentaje de humedad, con 34%, siguiendo 5N5AL, 7N3AL y finalmente TR, con
20.43%. Al dia 3, la pérdida de agua se acentud, siendo ahora TR la de mayor cantidad de
humedad, con 18%, siguiendo 3N7AL, 5N5AL vy finalmente 7N3AL con 14%.
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Fig.11. Cinética de rolabilidad de tortillas fortificadas con harina de frijol y amaranto en 3
diferentes concentraciones durante 3 dias bajo condiciones de 22°C + 2 (Promedio de 15
repeticiones. Valores promedio con diferente letra entre columnas son significativamente
diferentes (p<0.05).
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Fig 12. Cinética de humedad de tortillas fortificadas con harina de frijol y amaranto en 3
diferentes concentraciones durante 3 dias bajo condiciones de 22°C + 2 (Promedio de 5
repeticiones. Valores promedio con diferente letra entre columnas son significativamente
diferentes (p<0.05).
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Fig 13. Cinética de rolabilidad de tortillas fortificadas con harina de nopal y alga en 3
diferentes concentraciones durante 3 dias bajo condiciones de 22°C + 2 (Promedio de 15

repeticiones. Valores promedio con diferente letra entre columnas son significativamente
diferentes (p<0.05).
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Fig.14. Cinética de humedad de tortillas fortificadas con harina de nopal y alga en 3 diferentes
concentraciones durante 3 dias bajo condiciones de 22°C + 2 (Promedio de 5 repeticiones.
Valores promedio con diferente letra entre columnas son significativamente diferentes
(p<0.05).

Las caracteristicas descritas por los panelistas en el anlisis sensorial, asi como lo
observado en el estudio de vida de anaquel pueden explicarse mediante los resultados sobre
la reologia y textura anteriormente descritos. Los cambios se entienden por la
retrogradacion del almidon, el cambio en la relacién amilosa — amilopectina y la retencion
y liberacion de agua por la fibra dietética, ademas de sabores propios de las materias primas
del estudio.

En los analisis descritos en el capitulo 1, se mencionaba un ligero pero significativo cambio
en el IAA, asi como cambios en la fuerza de tension, distancia de ruptura y fuerza de corte
de las formulaciones fortificadas, lo que generaba un cambio en la cantidad de agua
absorbida por la masa, a la vez que la tortilla hecha era mas suave y facil de romper, lo que
explicaria la presencia de esa sensacion seca por fuera pero humeda por dentro, junto al
comentario de “tortilla “‘masuda’ .

Se sabe que el almidon gelatinizado tiende a ser termodinamicamente inestable y trata de
volver a su conformacion original bajo condiciones de almacenamiento, ya sea a
temperatura ambiente o a temperaturas de refrigeracion, sufriendo lo que se denomina,
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retrogradacion. Este fendmeno tiene gran influencia sobre las propiedades texturales
(fisicoguimica y sensorialmente hablando) y la vida de anaquel (Biliaderis, 1991). La
presencia de la retrogradacion del almidén en tortillas de maiz estd bien documentada,
debido a que el principal responsable de dicho proceso es el tratamiento térmico al que es
sometido durante la nixtamalizacion y su posterior coccion (Campus Baypoli et. al., 1999).
En condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente, se ha observado la pérdida de
humedad, ayudando a la retrogradacion ya presente per se en la tortilla, principalmente de a
amilosa (Aberle y Burchard, 1997), disminuyendo la disponibilidad del almidén (Agama
Acevedo et. al., 2004). Esta ultima aseveracion explicaria porque al aumentar la cantidad
de frijol en las tortillas, los problemas sensoriales aumentan, asi como la rolabilidad,
fracturando el producto terminado. Sin embargo, esto podria tener un efecto positivo en la
salud, al disminuir el indice glicémico del producto resultante. Se ha observado que en
tortillas fortificadas con amaranto (Islas Hernandez et. al., 2007) y con frijol (Sayago
Ayerdi et. al., 2005), los valores de almidon disponible y el indice glicémico de las tortillas
era significativamente inferior a la tortilla regular.

Por otro lado, los hidrocoloides, como los presentes en el alga, al agregarse a la masa
tortillera mejoran la textura, eliminan la adhesividad de tortilla empacada, asi como
mejoran su comportamiento en almacén y aumentan el rendimiento de masa (Serna-
Saldivar et. al., 1990). Estos efectos son el resultado de plastificar la region amorfa, ya sea
a través de la retencion de agua o mediante la inhibicion de las interacciones de polimero
(Miranda-Lopez 1999). Algunos hidrocoloides tienen la capacidad de desarrollar una red a
través de varios tipos de interacciones fisicas y quimicas que resultan en una estructura
viscoelastica (Suhendro 1997). Sin embargo, la adicidn excesiva de hidrocoloides imparte
una textura indeseable, gomosa y dura, en los productos horneados (Suhendro, 1997). Todo
esto puede explicar las caracteristicas descritas por nuestros panelistas, ademas del
comportamiento dentro de la vida de anaquel.

El aumento de la absorcion de agua mejora la suavidad de la tortilla y retarda la dureza
(Fernandez de Castro 1997, Quintero-Fuentes, 1999). Tortillas que contienen hidrocoloides
tienen mayores porcentajes de humedad que el control, lo que significa que los
hidrocoloides ligan al agua durante el mezclado y retener la humedad durante la coccion
(Yeggy, 2000), afectandola textural y sobre todo, sensorialmente. Por ejemplo, la
carboximetilcelulosa (CMC) une el agua adicional que podria reducir valores de Tg pero
mejora la textura, requiriendo mayor fuerza para extender, aumentando la distancia cuando
se aplica tension (Yeggy, 2000). En el caso de las tortillas fortificadas con fibra dietética,
observamos claramente ese comportamiento en la vida de anaquel, al retener mayor tiempo

92



el agua pero, al lidiar los hidrocoloides (FS) con el almidon retrogrado por mantener el
agua, la textura de éstas se ve perjudicada, afectando la rolabilidad de manera negativa.

Se conoce que al afadir porcentajes de harina de nopal a otras harinas, como trigo y maiz,
ademas de cambiar el color, afecta la viscosidad y reologia de la masa y producto
terminado, derivando en una disminucion del agrado en el consumidor, como en esta
investigacion. En pruebas con galletas caseras, se incorporé hasta un 25% de harina de
nopal y en todas las muestras analizadas, se encontré un cambio de color, asi como una
sensacion mucilaginosa y un dejo herbaceo en el panelista. La galleta de mayor aceptacion
fue la que contenia el menor porcentaje de inclusion, 15% (Fontanot, 1999). En el caso de
panes, en porcentajes 5% de inclusion, los factores texturales y sensoriales no se ven
afectados de manera significativa, excepto el color (Ayadi et. al., 2009). Estas
caracteristicas gomosas, con sabor herbaceo y cambio de color se presentan en productos
variados, como flanes (Saenz et. al., 2002), y cremas (Saenz et. al., 1997; Séenz et. al.,
1999).

Respecto a estas formulaciones y la mencion de sabores distintos, la presencia de éstos
podria explicarse debido a la presencia del alga. Las especies del género Ulva, y en general
los productos marinos, presentan una cantidad importante de los aminoacidos arginina,
alanina, acido aspartico y glutamico. Estos dos ultimos son los responsables del sabor y
resabio del alga o a “producto de mar” (Mabeau et. al. 1992), ademas de la alta
concentracion de sales, principalmente de calcio, sodio, potasio y magnesio (Taboada et.
al., 2009). En estudios sobre la inclusion de harina del alga ulva, se ha observado que puede
aumentar el rendimiento por kg de producto terminado, debido al aumento en la retencion
del agua (Chang y Wu, 2008), puede potenciar el sabor del producto cuando este es muy
graso, haciéndolo desagradable al consumidor (Mamatha et. al., 2006).

Con estos datos, se observa que los cambios arrojados por los andlisis del capitulo 1, se ven
reflejados sensorialmente, disminuyendo la aceptacion sensorial de ambos grupos de
formulaciones fortificadas, asi como en su vida de anaquel, afectando la rolabilidad del
producto. Sin embargo, cabe recalcar que aunque menor, la preferencia de las tortillas es de
un nivel aceptable, principalmente 3F7A y 5N5AL. Otro punto importante es la vida de
anaquel, la cual esta dentro de lo reportado en literatura bajo las condiciones analizadas.
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CAPITULO 3
EVALUACION BIOLOGICA DE TORTILLAS FORTIFICADAS
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RESULTADOS Y DISCUSION

Gran parte del objeto de estudio del trabajo fue el desarrollar tanto formulaciones de tortilla
fortificadas con proteina de buena calidad, como tortillas fortificadas con fibra dietética
para evaluar el efecto de dichas fortificaciones sobre modelos animales en ratas Wistar.

Evaluacion bioldgica de fortificacion con proteina

La evaluacion biologica, o in vivo, de proteina comprende el medir el rango de eficiencia
proteica (PER), que representa el aumento de peso del cuerpo del animal estudiado dividido
entre los gramos de proteina consumida, el cual nos da una idea global del uso de dicha
proteina consumida. Ademas del PER, se cuantifica la digestibilidad aparente (DA), el
valor biologico (VB), la utilizacion neta de proteina (NPU), asi como el valor del
aminoacido esencial limitante corregido por digestibilidad de proteina (PDECAAS). Este
ultimo tiende a desplazar al PER, debido a que refiere los aminoacidos necesarios para
nifios de 2 a 5 afios (el grupo mas demandante) (FAO/WHO, 1990).

El estudio bioldgico de las formulaciones con proteina comprendié un bioensayo de 2
generaciones de ratas Wistar, bajo condiciones estandar (12h luz / 12h oscuridad, a
temperatura ambiente, alimentacién y agua ad libitum). Las dietas suministradas (Tabla 32)
se basaron en las formulaciones de tortilla regular (TR), tortilla fortificada con 3 diferentes
concentraciones de frijol y amaranto (7F3A, 5F5A, 3F7A), y una dieta control de caseina
al 10% (CAS) que se suministraron ad libitum. En ambas generaciones se adapté a los
individuos a dichas dietas y posteriormente se recolectaron las heces y orina durante 10 dias
para la determinacion de nitrogeno excretado.

Se observan diferencias significativas (p<0.05) entre las diferentes dietas (Tabla 32), tanto
en proteina, dato esperado debido a la fortificacion; asi como en los demas parametros
medidos, excepto en fibra insoluble (FI). Los resultados obtenidos en el andlisis
bromatoldgico para tortilla regular (TR) estan dentro de los datos registrados por diversas
fuentes (Figueroa Céardenas et. al., 2001; Flores Farias et. al., 2002; Amaya Guerra et. al.,
2004), excepto el de proteina, siendo 1% menor, asi como el de FS y FI, ambas no
cuantificadas en dichos reportes.
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Tabla 30. Composicion quimica de las dietas a base de maiz nixtamalizado fortificadas con
frijol y amaranto utilizadas en un bioensayo de 2 generaciones?.

TR 7F3A 5F5A 3F7A CAS
Proteina (%) 8.59° 10.02° 10.59° 9.17° 11.51°
Extracto etéreo (%) 1.10° 1.45° 1.57° 1.70° 5.02°
FD? total (%) 10.96° 11.30°¢ 11.29¢ 11.28° 4.98°
FI* (%) 10.75 10.86 10.89 10.92
FS® (%) 0.20° 0.44° 0.40° 0.36"
Cenizas (%) 0.92° 1.14° 1.15° 1.16° 4.06°
ELN® (%) 78.33" 74.81° 74.69° 74.58° 74.43°
ED’ (kcal) 357.58" 352.37% 355.25°" 350.28° 389.08°

'Promedio de tres repeticiones.

2\alores promedio con diferente letra en la misma linea son significativamente diferentes (p<0.05).

*FD: fibra dietética.

*FI: fibra insoluble.

*FS: fibra soluble.

® ELN: extracto libre de nitrégeno.

" ED: energia digestible = (%ELN * 4kcal/g) + (% protefna * 4kcal/g) + (%extracto etéreo * 9kcal/g).

TR: tortilla de harina comercial, 7F3A: tortilla con 7% de harina de frijol y 3% de harina de amaranto, 5F5A: tortilla con
5% de harina de frijol y 5% de harina de amaranto, 3F7A: tortilla con 3% de frijol y 7% de amaranto. CAS: dieta con 10%
de caseina.

Tabla 31. Cantidades de lisina (Lys) y triptofano (Trp) de dietas experimentales a
base de harina de maiz nixtamalizado fortificada con harina de amaranto y frijol en 3
diferentes proporciones.

Aminodacido/ Harina TR TF3A 5F5A 3F7A CAS FAO/WHO std*

Proteina total 8.70°  10.02° 10.59° 9.16° 11.51°
Lisina 2.99% 3.89°  3.49° 385" 842 5.8
Tript6fano 0.80>  0.90° 085" 098  1.48 1.1
VAAE (%)~ 5155  67.07 60.17  66.38 100 100

Valores por mg/100g de proteina.

*Requerimiento para un nifio de 2 afios FAO/WHO (1984). Datos expresados en g AA/100g proteina
**Valor de aminod&cido esencial= AA esencial limitante/requerimiento FAO/WHO

2\/alores promedio con diferente letra en la misma linea son significativamente diferentes (p<0.05).

Hablando directamente sobre el aporte de proteina, se observd que entre las dietas hay un
aumento significativo (p<0.05), tanto en proteina total (entre 7 y 23%) como en el aporte de
lisina (entre un 34 y 50%) y triptéfano (entre 21 y 40%) en las dietas experimentales,
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respecto a TR (Tabla 33). La dieta 3F7A presenta el menor aporte de proteina (7%) pero
éste valio para favorecer el mayor aporte de lisina (50%). Al realizar el analisis del valor de
aminoacido limitante (VAAE) para lisina, vemos un aumento superior del 10% en todas las
formulaciones fortificadas, hasta llegar a un 15% en el caso de dicha dieta.

Este aporte de proteina brindado por la fortificacion es de alto valor bioldgico. Se tiene
documentado que la semilla de amaranto, cuando ha sido procesada (“puffeado”, rostizado
0 coccidn humeda), presenta un rango de eficiencia proteica (PER) equiparable a la caseina,
con una digestibilidad verdadera (DV) de 86 a 89% (Paredes Lopez et. al., 1994; Morales
et. al., 1988). A su vez, la proteina del grano de frijol, aunque presenta valores pobres o
medios de PER (0.9 a 1.7), segun variedad y proceso de coccion, presenta un valor
bioldgico (VB) y DV entre 77 a 92%, con un contenido de lisina alrededor de 8.79/100g de
proteina de frijol (Reyes Moreno y Paredes Lopez, 1993), el cual, comparando con los
patrones de referencia de la FAO/WHO/ONU, satisface en méas de 500% de las necesidades
de un adulto y 150% de un infante (FAO/WHO/ONU, 1985; Blanco y Bressani, 1991;
Tezoto y Sgarbieri, 1990).

Los valores que se reportan en esta investigacion son comparables a los reportados por
otras investigaciones en donde se incorporo frijol blanco nixtamalizado en 5%, 10% y 15%
de fortificacion, con valores de lisina entre 3.7 — 4.3 g/ 100g de proteinay 4.3 a 5.7 g
triptofano/100g de proteina (Cuevas Martinez et. al., 2010). Valores similares también
fueron reportados en tortilla fortificada con mezclas de lisina + triptéfano y aislado proteico
de lupino (Phaseolus lunatus) (Lecuona Villanueva et. al., 2012). A su vez, los resultados
de 7F3A, 5F5A y 3F7A muestran similitud de valores proteicos y de aminoacidos con
estudios realizados con harina de soya desgrasada (Stylianopulus et. al., 2002) y ésta al 6%
+ maiz de alta calidad proteica (QPM) (Amaya Guerra et. al., 2004).
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Estudio de crecimiento

En ambas generaciones, se presentd el mismo comportamiento de desarrollo, donde las
ratas alimentadas con la dieta control de caseina (CAS) muestra la tasa de conversion
proteica mas alta, presentando PER de 2.68 en la 1° generacion y 2.22, en la 2° generacién
(Tabla 34). Dentro de las dietas experimentales, la dieta 3F7A (3% frijol, 7% amaranto)
presentd los mejores resultados en ambas generaciones, 2.18 g de peso ganado / g de
proteina consumida. Le siguieron 7F3A y 5F5A con resultados sin diferencia significativa
(p>0.05) entre ellos. La primera mostré 1.90g y 1.42g de peso ganado / g de proteina
consumida, mientras que 5F5A arrojé 1.91g y 1.57g de peso ganado / g de proteina
consumida. La menor eficiencia proteica la mostrd6 TR, con valores de 1.10g de peso
ganado / g de proteina consumida para la 1° generacion y 0.87g de peso ganado / g de
proteina consumida en la 2° generacion. Los resultados de las ratas alimentadas con dieta
CAS concuerdan con investigaciones realizadas por otros grupos de investigacion (Serna
Saldivar et. al., 1987, Serna Saldivar et. al.., 1988a, 1988b, Sproule et. al., 1988,
Stylianopoulos et. al.., 2002).

Tabla 32.- Comparacion entre el crecimiento de ratas de primera y segunda generacion
alimentadas con dietas basadas en tortillas regulares y fortificadas con harina de frijol y
amaranto. **

Dieta Generacion Wig) WFQg) Aw?(g) CA‘(9) CP5g) PER®

CAS 1° generacion®*  92.50°  122.00°  29.50°  110.00°  11.00°  2.68°
2° generacion® 61.50° 84.50%  23.00" 77.33° 7.73° 2.22°

TR 1° generacién**  87.00°  101.50°  14.50°  153.00° 13.14° 1.10°
2° generacion® 60.00° 66.67° 6.67° 89.00° 7.65° 0.87°

7F3A 1° generacién®*  96.40°  130.80°  34.40°  180.30°  18.07° 1.90°
2° generacion* 57.50°  68.17°  10.67°  74.83° 7.50%  1.42°

5F5A 1° generacién®*  95.60°  130.80°  35.20° 173.80° 18.41° 1.91°
2° generacion* 61.50°  75.67®  14.17°  85.16° 9.02%  1.57°

3F7A 1° generacién®*  87.75°  129.75°  42.00°  210.33°  19.27° 2.18"™
2° generacion* 64.00°  80.83*  16.83°  84.17° 7.71* 218"

™ n =6 individuos de 5 semanas de edad.

n = 6 individuos de 28 dfas de edad.

2\alores promedio con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).
Wi = peso inicial de la rata, Wf = peso final de la rata, AW = Wf — Wi.

“CA = consumo de alimento (10 dias).

SCP = consumo de protefna (10 dfas).

®PER = rango de eficiencia proteica.

Comparando los datos de PER para ambas generaciones, los pesos iniciales presentes en la
2° generacion son significativamente menores a los presentados en la 1° generacion. Estos
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datos se esperaban debido a que durante la gestacion, lactancia y el desarrollo de las ratas
en la 2° generacion fueron alimentadas con dieta a base de tortilla, sin fortificacion proteica
(TR) y con ella (7F3A, 5F5A, 3F7A). Sin embargo, este hecho no se esperaba en las ratas
alimentadas con CAS, por lo que se supone que la variacion de 1 semana de edad entre
ambas generaciones estudiadas, ademas de algin hecho ambiental, afectaron los datos.

Aun asi, las dietas fortificadas tuvieron una menor cantidad de proteina respecto a CAS
pero éstas incrementaron el peso de las ratas Wistar de manera significativa. Este punto es
debido a que es conocido que a bajos suministros de proteina existe una mayor retencién de
nitrégeno, ademas del tipo de fortificacion, aunque bajo, mantuvo un abastecimiento
balanceado de amino&cidos (Rosado et. al., 1992; Chavez y Mufioz de Chéavez, 2003).

En la eficiencia proteica se observa que entre la misma dieta en diferentes generaciones no
se presenta un cambio significativo (p<0.05), aunque los porcentajes de eficiencia proteica
disminuyen entre ellas. Por ejemplo entre las generaciones alimentadas con TR se presento
21% de disminucién de este valor, asi como para 7F3A, la cual presentd hasta un 25%
disminucion. El valor de disminucion para 5F5A fue de 18%. En el caso de 3F7A no se
presento este fendmeno.

Este Gltimo dato se importante recalcarlo, porque significa que 3F7A incrementa el peso de
una manera comparable al control CAS, aln con la presencia de la harina de frijol, la cual
no es recomendada en este tipo de estudios debido a la presencia de antinutrimentales,
como acido fitico, polifenoles y lectinas. EI hecho de obtener estos resultados lo han
encontrado diversos reportes, los cuales sustentan que la digestibilidad de proteina de frijol,
en su variedad pinto y negro, es muy similar a la del texturizado de soya (Navarrete y
Bressani, 1981; Sarwar y Peace, 1986; Sarwar, 1997). Dentro de estos estudios, se
analizaron diversas proporciones de maiz/frijol en humanos, con el fin de obtener una
relacion que ayudara a la digestibilidad de ambas proteinas, las cuales, son
complementarias. Se llegdé a una proporciéon de 87:13 maiz/frijol, con valores de DV de
87% (Navarrete y Bressani, 1981).

A su vez, estudios diversos, tanto en animales como humanos, sustentan el apoyo brindado
por la proteina de amaranto, principalmente como apoyo a la digestibilidad de proteina de
maiz. Se ha observado que en ratas Sprague — Dawley adultas, a las cuales se les
proporciond una dieta de 9.1% de proteina de amaranto, se obtuvieron valores de PER sin
diferencia significativa entre ésta y la dieta control de caseina (Morales et. al., 1988). Al
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mismo tiempo, en dicho reporte se sugiere que una proporcion no mayor de 20% (idénea
12.7%) de amaranto en la dieta satisface y ayuda a la utilizacidn neta de la proteina de maiz
(Morales et. al., 1988).

Es decir, una fortificacion de 3% de harina de frijol y 7% de amaranto podria ser
comparable con el costo y comportamiento reoldgico del 8% de harina de soya, la cual se
ha estudiado ampliamente y ayuda al desempefio textural y provee un incremento
significativo de proteina (Serna-Saldivar, et. al., 1988). En el caso de las materias primas
aqui estudiadas, frijol y amaranto, ambas proporcionan el mismo efecto de la harina de
soya, ademas de ser productos del campo mexicano, ayudando a promover el desarrollo y
explotacion razonable de dichos cultivos.

Regresando a la disminucion porcentual de PER entre generaciones, hay que recordar que
las dietas experimentales muestran diferencias significativas (p<0.05) tanto en la cantidad
de proteina y concentraciones de lisina y triptdfano, como en la cantidad de fibra dietética
total y soluble (Tabla 32). Estos Gltimos datos nos pueden indicar la disminucion de los
valores de las tablas 34 y 35. Se conoce ampliamente la presencia de antinutrimentales
(lectinas, taninos, polifenoles, inhibidores de tripsina, principalmente) y del contenido alto
de fibra dietética en el frijol, los cuales afectan la calidad de la proteina y su digestibilidad
en el tracto digestivo.

Dentro de los antinutrimentales, se conoce que muchos de ellos son termolabiles, ademas
que en los ultimos afos, se ha observado el efecto positivo de estos compuestos,
principalmente de los polifenoles. Los polifenoles de frijol se encuentran principalmente en
la testa y varian en concentracion segun el color de la misma y por cuestiones de cultivo.
Hay una amplia diversidad de estos, ya que se encuentran tanto flavonoides, antocianidinas,
proantocianidinas, isoflavonas y &cidos fendlicos (Aparicio Fernandez et. al.., 2006;
Aparicio Fernandez et. al.., 2005; Beninger et. al., 1999; Beninger y Hosfield, 2003;
Choung et. al.., 2003; Diaz Batalla, et. al. 2006; Macz Pop et. al., 2006; Romani et. al..,
2004; Takeoka et. al.., 1997) principalmente derivados del &cido hidroxicindmico, asi como
flavonoides. Entre los que se reportan con mayor frecuencia estan delfinidina, petunidina,
malvidina, kampferol en sus diferentes formas glicosidadas, quercetina, tanto glucosidada
como malonatada, pelargonidina (Lin et. al., 2008). Todos estos compuestos presentan
actividad antioxidante.
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De mismo modo, en los Gltimos afios se ha estudiado ampliamente el efecto del almidon
resistente presente en el frijol. Este se encuentra en cantidades alrededor del 6g/100g de
harina de frijol, pero puede variar de manera importante segun el proceso de coccion y el
tiempo y método de almacenamiento (Grajales Garcia et. al., 2012). La importancia de este
radica en disminuir el indice glicémico del producto terminado, lo que conlleva efectos
positivos a la salud.

A su vez, este tipo de compuestos pueden encontrarse en el amaranto, conllevando los
mismos efectos al organismo. Se ha estudiado el efecto de extruidos de amaranto en liebres
hipercolesterolémicas, observando que la dieta suministrada afecta positivamente en la
reduccion de colesterol en forma de LDL y colesterol total (Plat y Areas, 2002). Sobre la
presencia de antioxidantes, el amaranto es rico en escualeno, rutina, isoquercetina y
nicotiflorina con actividad antidiabética, antiinflamatoria y anticarcinogénica (Suryavanshi
et. al., 2007). Por lo tanto, la presencia de ambas harinas, ademas de ayudar como una
fortificacion proteica, podria beneficiar a la salud, disminuyendo niveles de colesterol,
triglicéridos y glucosa en sangre.

Tabla 33.Efectos de la fortificacién y enriquecimiento de tortillas en valores de digestibilidad
y retencion de nitrogeno de las ratas de la 1° generacion.

leta (o) () (o) (o)
Di PER DAP (%) VB (%) UNP (%) PDCAAS (%)
CAS 2.68°¢ 81.74° 73.66°¢ 71.73°¢ 95.38¢
TR 1.102 77.25°2 61.69° 55.39° 49.172
7F3A 1.90° 87.08" 7253 71.86°¢ 63.97°¢
5F5A 1.01° 85.84° 70.36° 68.98° 57.39°
3F7A 2.18"% 85.37" 73.41° 67.79"° 63.31°¢

1 =6 individuos de 5 semanas de edad.

2\alores promedio con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).
PER = rango de eficiencia proteica.

DAP = digestibilidad aparente de proteina.

VB = valor bioldgico.

UNP = utilizacién neta de proteina.

PDCAAS = valor del aminoéacidos limitante (LYS) corregidos por digestibilidad de proteina.

Ahondando en el estudio sobre digestibilidad de proteina, se observd una digestibilidad
aparente de proteina (DAP) sin diferencia significativa (p>0.05) entre las dietas fortificadas
con frijol y amaranto y CAS, presentando valores entre 82% (CAS) hasta 87% (7F3A). TR
presentd la menor DAP, con un valor de 77.25%. En el caso del valor biologico (VB)
obtenido, 7F3A y 3F7A (VB = 72.53% y 73.41%, respectivamente) presentan un valor sin
diferencia aparente con el control CAS (73.66%). 5F5A (70.36%) presento diferencias
significativas respecto 3F7A pero no con 7F3A. Se siguid presentando TR como valor
menor (61.69%). Sobre utilizacion neta de proteina (UNP), se observa un mayor sesgo en
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los datos, debido a que 7F3A (71.86%) es la Unica dieta que presenta UNP similar a CAS
(71.73%). S5F5A (68.98%) y 3F7A (67.79%) presentan diferencia significativa (p<0.05)
respecto a éstas y TR, la cual sigui6 la tendencia anterior, presentando el menor porcentaje
(55.39%).

Al momento de hacer la relacion de aminoacido limitante corregido por la digestibilidad de
proteina (PDCAAS), se observaron valores dentro de los reportados en literatura. TR
presenta el valor menor (49.17%), resultado esperado, debido al equilibrio amimoacidico
presentado en el VAAE calculado. Las formulaciones fortificadas mostraron el siguiente
comportamiento: 7F3A (64%), 5F5A (57.4%), 3F7A (63.3%). La dieta a base de caseina
CAS present0 el valor mayor de PDCAAS, 95.4%.

Los valores aqui encontrados concuerdan con estudios realizados con tortillas fortificadas
con soya Yy/o realizadas con maiz QPM, ademas de investigaciones en donde se analiz6 la
relacion maiz/amaranto y maiz/frijol. Sobre las primeras, en un estudio con el objetivo de
observar los efectos a 2 generaciones de la fortificacion con harina de soya desgrasada con
respecto a masa fresca de maiz y tortilla enriquecida con vitaminas y minerales, se observo
que la dieta fortificada con soya mostr6 un mejor desempefio sobre el desarrollo y
crecimiento de las ratas Wistar, presentando un PER de 2.05 y 1.73, para la 12 y 2°
generacion, respectivamente, ademas de mostrar un aporte de 75.1% de VAAE para dicha
dieta (Stylianopoulos et. al., 2002).

Otro autor sefiala que el uso de maiz de alta calidad proteica (QPM), solo o fortificado con
3% soya desgrasada, asi como la fortificacion de tortilla regular con 6% de soya, es buena
opcion para la fortificacion proteica de la tortilla de maiz, debido a los valores de VB, UNP
y PDCASS resultantes (Amaya Guerra et. al., 2004). En dicha investigacion, la tortilla
regular + 6% de soya mostrd valores de 70% VB, 58% UNP y 67% PDCASS,; la tortilla
QPM + 3% soya con 70% VB, 59% UNP y 72% PDCASS,; tortilla QPM con 64% VB,
56% UNP y 63% PDCASS. Al mismo tiempo, los valores menores se presentaron en la
tortilla regular, con valores de 56% de VB, 48%UNP y 50% PDCASS.

Ambos estudios concuerdan en que la adicién de soya, ya sea como harina o harina
desgrasada, es una buena opcién para la fortificacion proteica. En el caso de esta
investigacion, se observa que las dietas fortificadas con frijol y amaranto presentan valores
cercanos a los presentados por Stylianopoylos et. al., 2002, sobre datos de PER para ambas
generaciones, asi como mejorandolos, para la dieta 3F7A; asi como con Amaya Guerra et.
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al., 2004 para VB y UNP, siendo la dieta de tortilla regular + 6% de soya la méas cercana a
los valores aqui reportados. La diferencia entre los valores de PDCASS se justifica con los
valores de VAEE mostrados en la tabla 20, que van de 61% a 67%.

Por lo tanto, se puede aseverar que el aporte de proteina brindado por las dietas fortificadas
con frijol y amaranto es equiparable a dietas con soya a 3% con maiz QPM y 6% con maiz
regular, debido a su complementariedad. Este hecho se corrobora con informacion brindada
por estudios con frijol y amaranto.

Sobre amaranto, se ha observado en ratas Sprague — Dawley alimentadas con dietas basadas
en amaranto “puffeado” presenta una DAP de 79%, con valores de N absorbido de 84.6% y
N retenido de 66%. A su vez, proporciones de 80/20 de maiz/amaranto proporcionan 70.4%
de N absorbido, mostrando una diferencia de 20% respecto a dietas de maiz 100% vy
aportando la misma energia digestible que esta (Morales et. al., 1988). Al mismo tiempo, se
especifica que por cuestiones econdémicas y nutricionales, una proporcion de 12.7% de
amaranto en la dieta a base de maiz seria lo idoneo. En el caso del frijol, cuando es cocido
presenta un PER de 0.87, el cual no es aceptable pero es mejor si la comparamos con la
proteina de maiz aislada (PER <0.5). Ademas, presenta una DV entre 80 — 87% vs 63% de
la proteina de maiz (Sarwar, 1997). A su vez, la proteina de frijol presenta un PDCASS
51%, con una digestibilidad de 78% para lisina y 58% para triptéfano (Sarwar y Peace,
1986.).
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Estudio de desempefio reproductivo

Parte del objetivo de realizar un bioensayo de 2 generaciones es precisamente el observar la
posibilidad de un efecto a largo plazo o que pueda ser transcurrido a través de generaciones.
En numerosas investigaciones se ha cuantificado y calificado los diversos cambios
provocados por la malnutricion proteica a través de generaciones, tanto en ratas de
laboratorio (Turner et. al., 1973; Petean Trindade et. al., 1984; Jansen et. al., 1986;
Stylianopoulos, 2002; Amaya Guerra et. al., 2004; Amaya Guerra y Alanis Guzman, 2009),
como en humanos (Chavez y Mufioz de Chavez, 2003).

Dentro de estos cambios se conoce la relacion deficiencia proteica y bajos niveles de
reproduccion, y disminucién en la cantidad y calidad de la leche materna (Alexander et.
al.., 1988; Friggers et. al.., 1993, Rasmussen, 1988, Sakanashi et. al.., 1987).La
desnutricion durante la gestacion y el bajo peso al nacer son riesgos importantes para la
predisposicion a problemas metabdlicos durante el crecimiento del individuo (Barker et. al.,
1993; Prasard, 1991). Estudios en ratas han demostrado que hembras alimentadas con solo
el 75% de la energia requerida antes y durante la gestacion, presentaron efectos negativos
de malnutricion pero tuvieron una lactacion normal; sin embargo, otras alimentadas al 50%
de los requerimientos energéticos tuvieron problemas serios durante la gestacion y
lactacion (Young y Rasmussen, 1985).

Dentro de los ensayos in vivo, se observo un 100% de prefiez en todas las camadas (Tabla
36). De las crias nacidas, hubo una mayor cantidad para las ratas alimentadas con CAS,
donde se obtuvo 9.5 crias en promedio. Las dietas fortificadas con frijol y amaranto
presentaron 8 crias por camada. Por otro lado, TR presentd la menor cantidad, con sélo 6
crias por camada, valor promedio.

De éstas, se midi6 el peso al nacer y a los 21 dias, fecha de destete de la madre. En ambos
pesajes, se observo la misma tendencia de peso, siendo las crias de madres alimentadas con
CAS las de mayor peso al nacer (5.249) y al destete (58.1g), aumentando 10 veces su peso
en ese tiempo. Las crias de madres alimentadas con dietas fortificadas con frijol y amaranto
presentaron el mismo comportamiento, con valores sin diferencia significativa (p>0.05)
entre si, con un peso al nacer entre 4.81 y 4.90g, asi como un peso promedio al destete de
50g, aumentando poco mas de 10 veces su peso. En el caso de las crias de madres
alimentadas con TR también aumentaron 10 veces su peso desde el nacimiento hasta los 21
dias de edad pero con valores inferiores en ambos parametros (4.50g a 48g, promedio)
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respecto a las demas dietas. En el caso de la sobrevivencia, tanto las crias de CAS como las
de madres alimentadas con 7F3A, 5F5A y 3F7A presentaron un 100% de sobrevivencia a
los 21 dias de edad; no asi para TR, donde so6lo sobrevivié un 80% de las crias.

Tabla 34. Toma de peso al nacer, a los 21 dias de nacida y porcentaje de sobrevivencia de
crias de la 1° generacion.

Dietas i;r::zz;( Peso al nacer (g) Peso a los 21 dias (Q) Sobrevivencia (%)
CAS 9.5° 5.24° 58.10° 100°
TR 6° 4,50 48.00 80°
7F3A g 4.82° 50.12° 100°
5F5A g 4.90° 50.11° 100°
3F7A g 4.81° 50.29° 100°

Resultados de 2 camadas por tratamiento.
2\/alores promedio con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).

Estos datos coinciden con resultados arrojados por otras investigaciones, en donde se
utilizaron como fuente de fortificacion proteica harina de soya desgrasada (Stylianopoulos,
2002), mezclas de maiz QPM y 6% de harina desgrasada de soya (Amaya Guerra et. al.,
2004), en donde ambos obtuvieron un 100% de prefiez y sobrevivencia de la camada de
madres alimentadas con una dieta a base de caseina, a su vez que las dietas fortificadas
presentaron valores cercanos y al mismo tiempo, superiores a tortilla regular y a tortilla de
masa fresca, las cuales presentaron niveles inferiores al 60% de prefiez y sobrevivencia de
camadas.

Este ultimo dato difiere de lo encontrado en esta investigacion, donde se obtuvo un 80% de
sobrevivencia. Las posibles razones de esto son la fortificacion y el enriquecimiento con
vitaminas y minerales ya presente en TR. Se sabe que la presencia adecuada de
micronutrientes, principalmente hierro, calcio y acido folico (presentes en la harina
comercial) estdn asociados con un adecuado desempefio reproductivo (Alexander et. al.,
1988).
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Durante el transcurso del bioensayo de 2 generaciones no se presentd perdida de pelo o
dermatitis en las ratas con dietas experimentales, ain durante la gestacion y lactancia de las
madres procreadoras de la 2° generacion. Esto nos indica que la fortificacion propia de la
harina usada (TR) con niacina, dada por la industria, es capaz de evitar problemas de
pelagra y dermatitis, asociados directamente a la deficiencia de niacina (Neldner, 1988).
Este hecho también se debio al aporte de proteina adecuado y una mayor cantidad de
triptéfano dado por dicha fortificacion (Tabla 20), ya que este aminoacido es bioconvertido
a niacina (Koeppe, 1955).

A su vez, se observo el comportamiento durante el transcurso del desarrollo de las camadas.
Las crias de CAS vy dietas fortificadas (7F3A, 5F5A y 3F7A) presentaron en general buen
animo (apetito, interaccion social, interaccién con la madre, curiosidad y juego) en mayor
medida que los de TR, las cuales no se mostraron tan activas y sociales entre si; ademas de
tardar entre 1 — 2 dias mas en crecer el vello corporal. También se observo que las madres
de TR llegaban a consumir sus propios desechos, lo que representa falta de nutrientes de la
dieta.

Estos datos sugieren una posible afectacion de las habilidades cognitivas de las ratas de la
2° generacion. En investigaciones previas, se ha observado y comprobado que la
malnutricion proteica genera efectos negativos en el desarrollo y plasticidad cerebral,
debido a la falta de cantidades adecuadas de amino&cidos esenciales, fundamentales en la
sintesis de DNA (Stylianopoulos et. al., 2002; Amaya Guerra et. al., 2004; Amaya Guerra 'y
Alanis Guzman, 2009), asi como para la funcion nerviosa, afectando la actitud y el
coeficiente intelectual, ademas del evidente retraso en el desarrollo, afectando la talla al
nacer y durante el crecimiento (Alexander et. al., 1988; Friggers et. al., 1993; Jansen et. al.,
1986; Rasmussen, 1988; Sakanashi et. al., 1987).

Con esta informacion, se puede decir que las formulaciones de tortilla fortificada harina de
frijol y amaranto son altamente recomendables debido a una mayor cantidad de proteina de
alto valor bioldgico, la cual suele encontrarse deficientes en la tortilla de maiz comercial;
ayudando al crecimiento muscular, asi como al desempefio reproductivo en madres
lactantes y crias en desarrollo.
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Evaluacion bioldgica de la fortificacion con fibra dietética

El estudio in vivo realizado para la evaluacion del efecto de la fortificacién con fibra
dietética sobre las ratas Wistar se desarrollo con individuos en edad reproductiva, entre 2 %2
a 3 meses de edad, bajo condiciones estandar (jaulas individuales, 25°C + 2, 12h luz / 12h
oscuridad, alimentacion y agua ad libitum). Se adaptdé a las ratas Wistar a las dietas
experimentales (Tabla 37) y se tomaron muestras de sangre durante 21 dias (dia 0, 10 y 21).

Tabla 35. Composicidn quimica de las dietas utilizadas en el bioensayo con ratas adultas *2.

TR 7N3AL 5N5AL 3N7AL CAS
Proteina (%) 8.59° 9.45° 10.59° 11.74° 11.51°
Extracto etéreo (%) 1.10° 1.15° 1.18° 1.22° 5.02°
FD total (%) 10.96° 14.26° 14.27° 14.29° 4.98°
Fl (%) 10.75° 12.75° 12.49° 12.23°
FS (%) 0.20° 1.51° 1.78"° 2.06°
Cenizas (%) 0.92° 2.37° 2.46°" 2.54° 4.06°
ELN (%) 78.33" 67.96° 67.81° 67.66° 74.43°
ED (kcal) 357.58° 319.99° 324.22° 328.58° 389.08°

'Promedio de tres repeticiones.

2\/alores promedio con diferente letra en la misma linea son significativamente diferentes (p<0.05).

*FD: fibra dietética.

*FI: fibra insoluble.

SFS: fibra soluble.

® ELN: extracto libre de nitrégeno.

" ED: energia digestible = (%ELN * 4kcal/g) + (% protefna * 4kcal/g) + (%extracto etéreo * 9kcal/g).

TR: tortilla de harina comercial, 7N3AL: tortilla con 7% de harina de nopal y 3% de harina de alga, 5N5AL: tortilla con
5% de harina de nopal y 5% de harina de alga, 3N7AL.: tortilla con 3% de nopal y 7% de alga. CAS: dieta con 10% de
caseina.

Se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre TR y las dietas fortificadas con fibra
dietética (TN3AL, 5N5AL, 3N7AL) para los valores de proteina, fibra dietética total (FD),
fibra insoluble (FI), fibra soluble (FS), cenizas y extracto libre de nitrégeno (ELN). Estos
ultimos valores eran de esperarse, debido a la alta proporcion de FD, Fl, FS y cenizas tanto
del nopal como el alga. La diferencia presente en ELN es debido a la misma razon.

Dentro de estos resultados, se observd un incremento hasta de 30% de FD total, de la cual,
siendo 7N3AL la que presenta un mayor aumento en FI con 18.6%; para FS, la formulacion
3N7AL la incrementa hasta 10 veces mas, respecto a TR. Para cenizas, el incremento fue
casi 3 veces respecto a TR.

La fibra de ambas harinas tiene composiciones de gran interés cientifico. La FD de nopal
esta formada por mucilagos y pectinas (FS) y por hemicelulosas, celulosas y lignanos (FI),
que han mostrado caracteristicas hipocolesterolémicas y antidiabéticas (Trejo-Gonzélez et.
al.., 1996; Galati et. al.., 2003). Por su parte, el alga contiene una FD de mayor
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complejidad, debido a la presencia de alginatos y carrageninas y principalmente, ulvano. El
ulvano es un biopolimero complejo presente en la pared celular de las especies del género
Ulva, formado de la repeticion continua del disacarido de una ramnosa sulfatada y un acido
glucordnico, ademas de fracciones con &cido iduronico o xilosa (Percival y McDowell,
1967; Quemener, 1997). Se pueden encontrar galactosa, glucosa, manosa y fracciones de
proteina resistente a digestion enzimatica formando parte del ulvano (Lahaye y Jegou,
1993; Robic et. al., 2009). Estas caracteristicas le crean un potencial como un biopolimero
funcional, tanto tecnoldgica como nutricionalmente.

Concerniente a la alta cantidad de cenizas, se presenta una diversidad de minerales varios.
En la harina de nopal se destaca la presencia de calcio (3.4mg/g), potasio (2.1mg/g) y su
bajo contenido de sodio (0.02mg/g). La biodisponibilidad del calcio esta discutida, debido a
que se presenta en forma de oxalato de calcio, de baja disponibilidad en el hombre
(McConn y Nakata, 2004). En el caso del alga, se presentan cantidades importantes de
calcio, fosforo, potasio, sodio, magnesio, zinc, cobre, yodo y hierro (Carrillo Dominguez et.
al., 2002; MacArtain et. al., 2007). Es importante recalcar que este ultimo puede estar
biodisponible en algas, ayudando a disminuir la deficiencia de hierro (Garcia Casal et. al.,
2007).

Como se sefialo, el aporte de proteina también fue significativo, aumentando hasta un
36.7% para la formulacién con mayor cantidad de alga (3N7AL). Mediante el aminograma
anteriormente realizado (Tabla 14) se observd que tanto el nopal como el alga no eran
complementarios a la proteina del maiz, debido a que no presentaban aportes importantes
tanto en lisina como en triptofano (Tabla 38).

Tabla 36. Cantidades de lisina (Lys), triptéfano (Trp) y fibra dietética de dietas
experimentales a base de harina de maiz nixtamalizado fortificada con harina de alga
y nopal en 3 diferentes proporciones.

Aminodacido/ Harina TR TN3AL 5N5AL 3N7AL CAS FAO/WHO std*

Lys 2.99° 286  02.55° 2.22° 843" 5.8
Trp 0.80*  0.74*  0.66°  0.60°  1.48 1.1
Proteina total 8.70°  9.45™  1059° 11.7¢ 11.51°
VAAE (%)~ 51.55 4931 4396  38.28 100 100

Fibra dietética (%)  10.96° 14.26° 14.27° 14.29° 5.00°

Valores por mg/100g de proteina.

*Requerimiento para un nifio de 2 afios FAO/WHO (1984). Datos expresados en g AA/100g proteina
**VValor de aminoé&cido esencial= AA esencial limitante/requerimiento FAO/WHO

p <0.05
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Tabla 37.- Comparacion entre el crecimiento de ratas alimentadas con dietas basadas en
tortillas regulares y fortificadas con harina de nopal y alga.

Dietas % Proteina Wi (g) WTF () AW (Q) PER
CAS 11.51° 172.1° 216° 44° 1.87°
TR 8.59° 162.5° 176.5° 14° 0.92°
7N3AL 9.45 178° 196" 18" 0.75°
5N5AL 10.59° 174.4° 201.4° 27° 1.18
3N7AL 11.7° 178.5° 210° 31.5° 1.20°

' = 6 individuos.

2\alores promedio con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).
Wi = peso inicial, Wf = peso final, AW = Wf — Wi.

®PER = rango de eficiencia proteica.

Sin embargo, durante la elaboracion del bioensayo se tomd registro de los pesos de los
individuos experimentales para observar si se presentaba un cambio de peso en las ratas
(Tabla 39). Como era de esperarse, hubo una diferencia de peso (AW) durante el bioensayo
presentando la dieta de caseina 10% (CAS) el valor mayor, con 44g de peso ganado,
siguiéndole en orden descendente 3AN7AL, 5N5AL, 7N3AL y finalmente TR, con so6lo 14g
de peso ganado.

Dentro de los valores de PER, se observaron diferencia significativa (p<0.05) entre todas
las formulaciones. ElI PER para CAS y TR estan dentro de lo reportado en literatura. Para
las formulaciones experimentales se encontraron valores dispares, siendo 7N3AL el de
valor menor, con 0.75. 5N5AL presentd un valor mayor, con 1.18 y la dieta con mayor
cantidad de alga, 3N7AL, presenté PER de 1.20. Estos datos hacen notar que el incremento
de proteina en la dieta dado por la harina de alga ayudd a obtener un valor mayor de PER
pero el aporte significativo de fibra dietética, principalmente de FI en las dietas, disminuyo
la absorcién de ésta.

Se ha estudiado el efecto de la proteina de Ulva como complementaria a otras proteinas. Se
han realizado bioensayos con mezclas de Ulva spp (15%) y soya (Glycine max) en ratas
Wistar, analizando su crecimiento y retencion de nitrdgeno. Los resultados arrojados
mostraron un balance adecuando entre ambas, ya que Ulva contiene alrededor de 2.38g de
metionina/100g de proteina, por lo que complementa la deficiencia de aminoacidos
azufrados de la soya, y probablemente de otras leguminosas. EI PER obtenido de dicha
mezcla fue de 1.4, siendo mayor al obtenido por la dieta con soya (PER 0.9). (Aguilera
Morales et. al., 2005). Este resultado es mayor al obtenido por mezclas de algas cafés con
garbanzo (PER 1.01) y la del garbanzo (PER 0.95) (Manzano y Rosales, 1989). Esta
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informacidén nos abre una posibilidad en el estudio de la biodisponibilidad de la proteina del
alga.

Los datos obtenidos también nos indican que a mayor cantidad de harina de nopal, el PER
disminuye. En bioensayos sobre el efecto de harina de nopal en el crecimiento de ratas, se
ha observado que en proporciones de 12% de inclusién causa una disminucion importante
en peso de las ratas. Ademas, se encontrd que la digestibilidad de la proteina del nopal
crudo y nopal cocido varia de manera importante, siendo 19.22% vy 36.47%,
respectivamente (Cardenas Medellin, 1996).

Concerniente a los analisis de suero sanguineo realizados, se cuantificaron: glucosa,
triglicéridos totales y colesterol. Los resultados de glucosa se muestran en la Fig. 15. Entre
los tratamientos se presento diferencia significativa (p<0.05) entre CAS y TR respecto a las
dietas con nopal y alga (7TN3AL, 5N5AL, 3N7AL). Entre las 3 dietas experimentales y TR
no se presentd diferencia significativa durante 21 dias del experimento. Es de destacar que
3N7AL present6 una tendencia a la baja en los niveles de glucosa sanguinea, presentando
diferencia significativa (p<0.05) entre el dia 0 y el dia 21. Estos valores concuerdan con lo
encontrado en dietas con Ulva rigida (Taboada et. al., 2010).
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Fig 15. Cinética de glucosa en sangre de ratas Wistar adultas durante 21 dias de
alimentacion con dietas a base de tortilla de maiz nixtamalizado fortificada con
harinas de nopal y alga en 3 diferentes concentraciones.
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Fig.16. Cinética de triglicéridos totales en sangre de ratas Wistar adultas durante 21
dias de alimentacion con dietas a base de tortilla de maiz nixtamalizado fortificada
con harinas de nopal y alga en 3 diferentes concentraciones.
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Fig 17. Cinética de colesterol en sangre de ratas Wistar adultas durante 21 dias de
alimentacion con dietas a base de tortilla de maiz nixtamalizado fortificada con
harinas de nopal y alga en 3 diferentes concentraciones.
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Respecto a triglicéridos totales en suero sanguineo (Fig. 16), los resultados mostraron una
tendencia a la alza en las ratas alimentadas con TR, CAS, 7N3AL y 5N5AL, no asi para la
dieta 3N7AL, que no muestra una diferencia significativa (p>0.05) en el transcurso de 21
dias de bioensayo. EI comportamiento del colesterol en sangre durante 21 dias de bioensayo
(Fig. 17) presentd un incremento significativo (p<0.05) a traves del tiempo en la dieta CAS,
TR, 7N3AL y 5N5AL, mientras que en 3N7AL no se presentd éste, donde no se observaron
cambios significativos durante el bioensayo. Ademas, entre las 3 dietas experimentales no
se presenta diferencia significativa (p>0.05) con respecto a los valores de colesterol en
sangre. Estos valores coinciden con lo registrado con dietas con Ulva rigida (Taboada et.
al., 2010).

En la medicina tradicional, el uso de nopal esta recomendado para personas que sufren de
problemas cardiovasculares, diabetes e hipertension. Esto es debido, en gran parte, por el
contenido de FD total que contiene. La concentracion y tipo de FD varia segun la edad del
cladodio (Pimienta, 1990; Flores et. al., 1995; Tegegne, 2002). La fibra del nopal esta
principalmente formada por mucilagos y pectinas, cuando es joven, y la concentracion de
celulosas, hemicelulosas y lignanos aumenta con la edad (Spiller, 1992; Periago et. al.,
1993, Séaenz et. al., 2004). La harina utilizada, segun los datos obtenidos en los analisis
fisicoquimicos, se encuentran dentro de los valores de cladodio de nopal de 3 afos de edad.
Dentro de la fraccion soluble, ademas de mucilagos y pectinas, también se encuentran
ramnosa, arabinosa y glucosa, ademas de acido glucoronico (Bwititi et. al., 2000).

Ambas fracciones, FS y FI, han sido estudiadas desde los 1980’s para observar su efecto
sobre los niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol en sangre en pacientes diabéticos y
con sobrepeso, asi como en modelos animales. Dentro de los reportes publicados sobre
diabetes, se analizo el efecto de capsulas comerciales de Opuntia-ficus indica en pacientes
diabéticos. En éste se indico que el efecto de la dosis recomendada (30 capsulas diarias) era
impréactico y sin un efecto significativo en los niveles séricos (Frati Munari et. al., 1992).
Por otra parte, se ha observado que otras especies de nopal, como O. streptocantha y O.
fulginosa presentan un mayor efecto hipoglucemiante (Trejo Gonzalez et. al., 1996).
Ademas del tipo de nopal, se ha observado en numerosos estudios que la dosis y el modo
de ingesta del producto afectan el efecto hipoglucemiante.

En estudios sobre ratas y humanos, se ha observado lo anterior. EI consumo de nopal en
proporciones de 6 y 12% en la dieta suministrada a ratas no produjo ningin cambio en los
niveles de glucosa, colesterol total y colesterol asociado a HDL, excepto la dieta que
contenia nopal crudo al 12%, la cual disminuyd significativamente los niveles de LDL en
sangre (Céardenas Medellin, 1996). En inclusiones mayores (48%) en dietas a base de
tortilla, se ha observado un efecto significativo en los valores de glucosa, colesterol y
triglicéridos, disminuyéndolos en un 17.5%, 8.5% y 9.9%, respectivamente (Guevara
Arauza et. al., 2011). En ambos casos, los efectos observados se les atribuyen a la presencia
de la FD, principalmente a los mucilagos y pectinas, aunque no hay que dejar de lado el
efecto de los antioxidantes (polifenoles, carotenos, antocianinas, entre otros) presentes en la
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harina de nopal, ya que también estan asociados a efectos hipocolesterolémicos e
hipoglucemiantes.

La concentracion de polifenoles totales presentes en los cladodios esta entre 8 — 9 mg/100g
de materia humeda y alrededor de 180 mg/g de materia seca (Lee et. al., 2003). La
concentracion de flavonoides se reporta alrededor de 8mg QE/g de cladodio. En cépsulas y
harina el contenido es menor, siendo cercano a 0.5mg QE/g y 3.1mgQE/qg, respectivamente
(Guevara Figueroa et. al., 2010). Dentro de los polifenoles y flavonoides encontrados en las
diferentes especies de nopal se encuentran: acido feralico, asociado a actividad
antiinflamatoria, antidiabética y neuroprotectiva (Srinivasan et. al., 2007); &cido galico, que
inhibe el crecimiento e induce la apoptosis de pre-adipocitos (Ross et. al., 2000; Hsu y Yen,
2006, 2008; Hsu et. al., 2006); kampferol y quercetina, flavonoides que ayudan a disminuir
el estrées causado a cardiomiocitos (Psotova et. al.,, 2004), y rutina, con actividad
antidiabética, antiinflamatoria y anticarcinogénia (Suryavanshi et. al., 2007). Por lo tanto,
el efecto hipoglucemiante e hipocolesterolémico no puede ser atribuido solamente a la FD
total presente en nopal.

Como se menciond con anterioridad, el alga Ulva clathrata presenta caracteristicas de
interés biolégico debido a los tipos de polimeros presentes en su FD y otros factores
nutricionales a discutir. La presencia per se de carrageninas y alginatos es de esperarse, ya
gue ambos son polimeros de reserva energética caracteristicos de las algas (MacArtain et.
al., 2007), estas fibras no son digeribles pero debido a su naturaleza (forman parte de FS),
pueden ser fermentadas en el intestino delgado (Brownlee et. al., 2005). El efecto principal
de los alginatos en el tracto intestinal esta relacionado al incremento del volumen fecal,
asociado a la capacidad de retencion de agua y de ligamiento de otras sustancias (Goni et.
al., 2001) lo que genera un efecto positivo en prevenir el cancer de colon. Ademas, puede
ligar metales pesados, disminuyendo su absorcion (Sandberg et. al., 1994).

Se ha estudiado el efecto de las algas sobre los niveles séricos de glucosa, triglicéridos y
colesterol total. En un estudio comparativo de 4 diferentes especies de alga, se mostré una
tendencia en el incremento de las HDL. Las dietas con Ulva spp. redujeron los niveles de
colesterol total entre 14 y 16%, sin afectar el crecimiento de los animales experimentales
(Wong et. al. 1999). En otros estudios se ha observado el mismo efecto.

Las ratas Wistar alimentadas con dietas a base de algas no vieron afectados su peso
corporal, sin embargo, se incremento el peso de sus deposiciones. Ademas, se observé una
disminucion de la actividad enzimética bacteriana, principalmente la B - glucosidasa y B -
glucoronidasa, implicadas en procesos de carcinogenesis intestinal. (Andrieux et. al., 1998;
Urbano y Gofii, 2002). Los niveles séricos en dietas con Ulva rigida se vieron afectados,
siendo el colesterol total disminuido de manera significativa, principalmente en su forma de
LDL (Taboada et. al., 2010). Estos efectos se le atribuyeron al incremento de la FS presente
en las dietas con alga pero hay que considerar que se ha demostrado que a pesar de que
Ulva contiene cantidades importantes de FS, gran parte de esta no es fermentable en el
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colon (MacArtain et. al., 2007), por lo que el efecto puede ser en gran parte por el ulvano y
su sulfatacion.

Estudios con ulvano aislado han demostrado que este polimero disminuye de manera
significativa los niveles de colesterol total (45.2%) en suero sanguineo y en su forma de
LDL (54.1%), incrementando niveles de HDL y reduce niveles de triglicéridos en ratas de
laboratorio. De la misma forma, incrementd la excrecion de acidos biliares, todo sin afectar
el incremento de peso de los individuos experimentales (Yu et. al., 2003). Ademas, puede
ser usado para reducir el riesgo de peroxidacion lipidica (Zhang et. al., 2003).

De la misma forma que en el nopal, no se puede olvidar el efecto de los antioxidantes y
demas fitoquimicos presentes en el alga, que pueden ejercer un efecto conjunto a los
efectos ya descritos por la FD. Se han analizado extractos etandlicos y su efecto sobre ratas
con diabetes inducida, obteniendo decrementos significativos en los niveles de glucosa en
sangre, ademas de observar efectos antioxidantes y antigenotoxicos del extracto (Celikler
et. al., 2009).

Estos datos nos indican que la inclusién de harina de nopal y alga en las proporciones
propuestas, como una fuente de fibra dietética en tortillas de maiz puede ayudar a mantener
estables o disminuir los niveles séricos de glucosa, triglicéridos y colesterol total,
principalmente en la dieta con mayor cantidad de alga (3N7AL), debido a los efectos
hipocolesterolémicos e hipoglucemiantes de la FD total, asi como de la FS, presente en 10
veces mas que la dieta control TR. Dichos efectos posiblemente se maximicen por un
efecto sinérgico con los fitoquimicos presentes.
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CONCLUSIONES

Capitulo 1

1.

Las formulaciones fortificadas con harina de frijol y amaranto obtuvieron un
aumento significativo de proteina rica en Lys y Trp, principalmente 3F7A (48% y
40% de incremento, respectivamente).

Las tortillas resultantes mostraron una adhesion variable y mayor suavidad respecto
a TR, debido a la presencia de mayor cantidad de proteina.

Las formulaciones fortificadas con harina de nopal y alga presentan un incremento
significativo en la cantidad de fibra dietética (30%), principalmente fibra soluble,
presente hasta en 10 veces mas en 3AN7AL.

Hay un incremento en la cantidad de agua retenida, tanto en masa (IAA), como en
la tortilla (%H,0), debido al aumento de fibra dietética.

Ambos grupos de formulaciones presentaron caracteristicas similares, reoldgica y
texturalmente, respecto a TR, con valores adecuados de calidad, generando tortillas
aceptables tecnolégicamente.

Las formulaciones con frijol y amaranto no incrementan significativamente la
cantidad de polifenoles, asi como su actividad antioxidante. Las formulas con harina
de nopal y alga si presentaron diferencia significativa (p<0.05) en ambos
parametros pero este efecto no perduro tras el tratamiento térmico.
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Capitulo 2

1. Los cambios reologicos y texturales de masas y tortillas se vieron reflejados en el
analisis sensorial y vida de anaquel, afectando la aceptacion y rolabilidad de los
productos terminados.

2. Las formulaciones presentan una vida de anaquel de 3 dias a temperatura ambiente,
modificando su rolabilidad y cantidad de humedad. Dichos valores son equiparables
a lo citado por la literatura.

3. Sensorialmente, se presento diferencia significativa. En las formulaciones con frijol
y amaranto, 3F7A fue la formulacion de mayor aceptacion (30%) después de TR.
En las formulaciones con nopal y alga, 5SN5AL fue la de mayor aceptacion (35%)
respecto a TR.
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Capitulo 3

1. La fortificacion proteinica favorecié el crecimiento y desarrollo de ratas Wistar, en
un ciclo de 2 generaciones, presentando la dieta 3F7A resultados similares al
control de caseina en la primera generacion.

2. Se recomienda 3F7A como una opcion al problema de proteina de baja
calidad/cantidad, dando como resultado una tortilla de caracteristicas similares a
TR.

3. Las formulaciones fortificadas con fibra dietética, principalmente 3N7AL, presentan
un efecto positivo en la disminucién de glucosa, triglicéridos y colesterol total en

sangre.

4. Se recomienda 3N7AL como una alternativa de alimento coadyuvante en persona
con sobrepeso y obesidad, debido a su efecto en suero sanguineo.
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Recomendaciones

1. Realizar un analisis mas a profundo sobre la termoestabilidad y retencion de
fitoquimicos con capacidad antioxidante dentro de harinas, masas y tortillas
fortificadas.

2. Realizar pruebas objetivas sobre la aceptacion sensorial de formulaciones
fortificadas para corroborar y/o refutar los resultados obtenidos.

3. Analizar los efectos en suero sanguineo de formulaciones fortificadas con harina de
frijol y amaranto, para dar mayor sustento a los beneficios obtenidos en estas.

4. Estudiar la fisicoquimica, reologia y biodisponibilidad de nutrientes presentes en el
alga Ulva clathrata, debido a que es un material bioldgico emergente de gran interés
cientifico y comercial.

5. Realizar costos de produccion para una posible comercializacion de los productos
con mayor aceptacion y mejores resultados biolégicos, 3F7A y 3N7AL.
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The aim of this study was to compare the physicochemical, rheological and textural tortillas of nixtamalized maize flour fortified
with common bean ( Phaseolus vulgaris) and amaranth (Amaranthus spp.) flours in three different proportions (3F7TA, SF5A and
TF3A) with respect to commercial maize flour (TR). Also, their effect on growth was assessed by a bioassay of two generations with
Wistar rats. Treatments obtained similar efficiencies to TR, plus a significant increase in the protein. They showed a similar behavior
in water absorption capacity (WAC) and rollability, crucial factors to the proper development of the dough and its acceptation,
respectively. Furthermore, the treatments presented a significant difference (p < 0.05) in bioassay, showing 3F7A similar behavior
between casein control. The formulations developed in this research, primarily 3F7A, are a viable option for bioavailable protein-
fortified tortillas, rich in lysine, that show textural and rheological properties analogous to regular tortilla.

Keywords: maize tortilla; fortification; development

El objetivo de este estudio fue comparar fisicoquimica, reoldgica v texturalmente tortillas de harina de maiz nixtamalizado
fortificadas con frijol ( Phaseolus vulgaris) y amaranto (Amaranthus spp.) en tres proporciones diferentes (3F7A, 5F5A, 7F3A) con
respecto a la harina de maiz comercial (TR). Ademads, se evalud su efecto sobre el crecimiento mediante un bioensayo de dos
generaciones con ratas Wistar. Los tratamientos mostraron rendimiento similar a TR, ademas de aumentar significativamente la
proteina. Estos revelaron un comportamiento similar en capacidad de absorcién de agua (CAA) v rollabilidad, factores cruciales
para el correcto desarrollo de la masa y aceptacion, respectivamente. Ademas, los tratamientos presentaron diferencia significativa
(p < 0,05) en el bioensayo, mostrando un comportamiento similar entre 3F7A caseina control. Las formulaciones desarrolladas en
la investigacion, principalmente 3F7A, son una opcion viable como tortillas fortificadas con proteina biodisponible rica en lisina y
propiedades de texturales v reoldgicas analogas a la tortilla regular.

Palabras clave: tortilla; fortificacion; desarrollo

Introduction

The maize tortilla is considered to be an excellent source of
calories due to its high content of starch, and it is an excellent
choice for people with gluten intolerance. Unfortunately, the
maize tortilla lacks a good quality protein (Serna-Saldivar &
Amaya-Guerra, 2008). Mexico produces over 230,000 tons of
nixtamalized maize flour every month. equivalent to 370,000
tons of tortillas and a monthly consumption of 4.1 kg of
tortilla/person (Serna-Saldivar & Amaya-Guerra, 2008). The
tortillas and other maize products are the most consumed by
the Mexican population. In rural areas, this cereal provides
about 70% of calories and 50% of total protein (Pérez-
Herrera, Esquivel-Esquivel, Rosales-Serna, & Acosta-Galle-
gos, 2002). Since the early 1970s, fortification plans of maize
tortilla have been developed with different protein sources
such as common bean (Phaseolus vulgaris) or soybean
(Glycine max) but without reaching the general population,
due to lack of financial resources to purchase these foods
(Serna-Saldivar & Amaya-Guerra, 2008). In addition, these
products have different sensory characteristics to the

traditional tortilla, texture being one of the most important
factors for the approval of certain foods by consumers as well
as its rheology (Rodriguez-Sandoval, Fernandez Quintero, &
Ayala Aponte, 2005). Both textural and rheological proper-
ties are critical in the research and development of new
products because they are intrinsically related to the
physicochemical and functional properties of the constituents
of the food system, as well as operating variables that apply
at different stages of the process (Rodriguez-Sandoval et al.,
2005). Maize tortillas, fortified or not, have particular
physical characteristics and rheological properties due to
high concentrations of starch in their systems. The starch
owes much of this functionality to two major high-molecular-
weight carbohydrate components: amylose and amylopectin,
as well as to the physical organization of these macromole-
cules into the granular structure (French, 1984). It is of great
importance to understand the physicochemical characteristics
of starches so as to predict the functional properties of
starchy food products that improve the acceptability of them
(Méndez-Montealvo, Sanchez-Rivera, Paredes-Lopez, &
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Bello-Pérez, 2006). The aim of this study was to compare the
physicochemical and rheological properties of the resulting
doughs and tortillas of nixtamalized maize flour fortified with
bean and amaranth flours in different proportions, and their
biological evaluation, to commercial maize flour.

Experimental
Formulation of flouwrs and doughs

We used commercial nixtamalized maize flour for different
formulations. Amaranth flour was obtained from previously
puffed grains. The bean flour was obtained from cooked and
grinded seeds (Cardenas-Quintana, Gomez-Bravo, Diaz-
Novoa, & Camarena-Mayta, 2000). The samples were sieved
through a mesh (# 40) and then mixed in different
proportions to obtain three treatments (Table 1). The flours
of each treatment were mixed with water until the doughs
were smooth and the humidity was around 55%. Moisture
was analyzed by gravimetric method (10.136 AOAC) and
protein by Kjeldhal method (930.29 AOAC) (Helrich, 1990),
lysine by derivatization in high performance liquid chroma-
tography (Kamp, 1991) and tryptophan by a florescence
assay kit (Table 1).

Color

The color measurements were made by colorimetric tristi-
mulus reflectance method. Instrument conditions were: an
opening diameter of 65 mm and a viewing angle of 10°,
calibrated with a standard plate Master Color Data Hunter
brand. The color was measured according to the technique
used by Martinez et al. (2001). For the determination of color
in the tables, this was placed inside a black box to keep out
light and the parameters a*, b* and L* were determined in
triplicate, both in flour and tortillas.

Dough yield

Tortillas were made using a manual tortilla machine (Lenin,
Mexico), where the prepared dough was obtained in the form
of wafers of 0.1 mm wide and 12.5 4+ (0.1 cm in diameter.
Testing of the tortillas was made 30 min after processing
(ambient temperature = 25°C).

Texture

The adhesiveness and cohesiveness of the doughs were
determined by a texture profile analysis using a texture
analyzer TA XT2 (Texture Analyzer plus, UK). The results
obtained from the determination were analyzed using

Table 1. Formulations of flour fortified with different proportions
of amaranth and bean flours.

Tabla 1. Formulaciones de harinas fortificadas con diferentes
proporciones de harina de amaranto y frijol.

Treatment Formulation
3FT7A 900 g/kg maize, 30 g/kg bean, 70 g/kg amaranth
SF5F 900 g/kg maize, 50 g/kg bean 50 g/kg amaranth
TF3A 900 g/kg maize, 70 g/kg bean, 30 g/kg amaranth
TR 1000 g/kg nixtamalized maize

Microcal Origin 6.0 software. The adhesiveness and cohe-
siveness tests were carried out at a speed of 2 mm/s
(length=4 mm with a count=4). The shear stress was
performed under conditions of 2 mm/s speed, 6 mm length
and with count 6. The tensile test was carried out with a speed
of 2 mm/s, 15 mm longitude and count 1. The rollability
proof of the tortillas was made subjectively (Martinez et al.,
2001).

Absorption rate and water solubility

These methods consist of calculating the amount of dissolved
material the proportion of water absorbed after stirring a
suspension al room temperature. They were determined
according to the methodology described by Anderson,
Conway and Griffin (1969). The water absorption index
(WAI) was expressed as the ratio between the weight of the
residue after centrifugation and the dry weight of the sample,
from which was subtracted the weight of the residue from
evaporation of the supernatant. The water solubility index
(WSI) was expressed as the ratio of the residue from
evaporation and the dry weight of the sample. Both
were measured three times per treatment and calculated as
follows:

Residual weight centrifugation

WAL =
Sample weight — Residual weight evaporation
WSI — Residual weight eyaporanon 100.
Sample weight

Gelatinization enthalpy

The determination of temperatures and enthalpies of
gelatinization was made using a thermogravimetric techni-
que, specifically, differential scanning calorimetry (DSC)
(Arambula, Gutierrez Arias & Moreno Martinez, 2006).
We used a DSC 288e (Mettler, Toledo, Spain). The program
consisted of a temperature sweep of 30 to 100°C using a
temperature ramp of 5°C/min and an empty pan as reference.
The trays used were sealed aluminum pans, Tzero of 40
microliter. The thermograms were analyzed using universal
analysis software.

Bioassay

We conducted a two-generation bioassay to assess the effect
of protein fortification in growth. Wistar rats were around
one month of age, and were fed for 10 days. These rats were
reproduced for a second generation. Pregnant and lactating
mothers were fed the same diet as their offspring, until one
month of age. Each rat was housed in individual cages under
standard conditions (12:12 h light/darkness, 50% relative
humidity and 21°C + 2). They were fed and water ad libitum.
The assay had a conirol with 10% casein (Amaya Guera,
Alanis Guzman, & Serna Saldivar, 2004). Nitrogen was
determined in urine and faeces collected from Wistar rats
during a period of 10 days (Amaya Guerra, Alanis Guzman,
& Serna Saldivar, 2004). The digestibility and nitrogen
retention value was calculated using the following formulas:

Gain in body mass (g)

Protein efficiency ratio (PER) = m
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Apparent protein digestibility (APD)

~ (Diet consumed (%N) — Faeces (%N) < 100
a Diet consumed (%N)

Biological value (BV)
(Diet consumed (% N) — Faeces (%N) — Urine (%N) «

100
Diet consumed (%N) — Faeces (% N)

Net protein utilization (NPU) = (%PAD)(%BV)/100.

Results and discussion

The results shown by the fortification with bean and
amaranth flour revealed a significant difference (p < 0.05)
between TR (100% maize formulation) and the different
treatments, namely that the 5F5A formulation has a higher
protein value, increasing 23.28%, with respect to TR (Table
2). In addition, the fortification with both flours contribute
an important increase of lysine and tryptophan, limit amino
acids in maize products, presenting an increase of 48.07% for
lysine and 40% for tryptophan in 3F7A treatment. Similar
results were obtained in a nixtamalized process of maize—
bean tortillas, where the research showed 9.71% protein,

Table 2. Results of moisture, protein, lysine and tryptophan (dry
basis) of fortified nixtamalized maize flour with bean and amaranth
flours in three different proportions.'?

Tabla 2. Resultados de humedad, proteina, lisina y triptofano (base
seca) de harina de maiz nixtamalizado fortificada con harinas de
frijol y amaranto en 3 diferentes proporciones.
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lysine 30 g/kg protein and 4.26 tryptophan g/kg protein with
95:5 maize:bean blend (Cuevas-Martinez, Moreno-Ramos,
Martinez-Manrique, Moreno-Martinez, & Méndez-Albores,
2010).

Regarding color and texture, the analysis of doughs
revealed significant differences (p < 0.05) in color, WAI,
adhesiveness and cohesiveness of doughs (Table 3). The
fortified doughs are notably more yellowish and less luminous
by the addition of colored flours. Differences in the control
behavior may be caused by diverse reasons, such as the use of
commercial maize flour in assay, the presence of foreign
starches and differences of amylase-amylopectin ratio.

Some research had shown significant variability in
commercial maize flours due to kernel type and storage and
process conditions (Bedolla & Rooney, 1984; Flores Farias,
Martinez Bustos, Salinas Moreno., & Rios, 2002). Also, this
maize flour type has guar gum, which affects the swelling
behavior of starch during the blending and heating processes
(Nagano, Tamaki, & Funami, 2008). Regarding the presence
of foreign starches, amaranth and bean give shape and size
heterogeneity of starch granules and variability to percen-
tages of amylase and amylopectin, affecting retrogradation
and viscosity (Paredes-Lopez, Maza-Calvifio, Gonzilez-
Castafieda, & Montes-Rivera, 1988; Paredes-Lopez, Scheve-
nin, Hernandez-Lopez, & Carabez-Trejo, 1989), as well as the
cohesiveness and adhesiveness of the dough (Serna-Saldivar,
Canett, Vargas, Gonzales, & Bedolla, 2008).

Table 4. Onset (Tonset) and peak (Tp) temperatures and gelatiniza-
tion enthalpy (AH) by formulations of nixtamalized maize flour
t‘ortiﬁcg with bean and amaranth flours in three different propor-
tions.'*

Tabla 4. Temperaturas inicial (Tonser) y pico (Tp) y entalpia de

FAO gelatinizacion (AH) de formulaciones de harina de maiz nixtamali-
Component requirement TR 3FTA  5FSA TF3A zado fortificadas con frijol y amaranto en 3 diferentes proporciones.
Moisture (mL/kg) 98.60* 103.10* 101.50° 101.80* Treatment Tonset ("C) Tp ("C) AH (ml)
Protein (g/kg) 85.90° 91.66° 105.90° 100.20°
Lysine? 54.4 26,00  38.50°  34.90°  38.90° TR 64.43 7L 6.30°
Tryptophan® 110 7000 980 850" 9.00° IFTA 64.69 71.31% 6.92%
SFSA 65.20° 71.83 6.35%
Note: 'Mean of three replicates. *Mean values with the different letter in the TF3A 64.91% 7173 6.98

same line are significantly different (p < 0.05). *Amino acids are expressed in g/
kg protein.

Nota: 'Promedio de tres replicas. *Valores promedio con diferente letra en la
misma linea son significativamente diferentes (p < 0,05). *Aminodcidos son
expresados en g/kg de proteina.

Note: 'Mean of three replicates. *Mean values with different letter in the same
column are significantly different (p < 0.05).

Nota: 'Promedio de tres replicas. *Valores promedio con diferente letra en la
misma columna son significativamente diferentes (p < 0,05).

Table 3. Color measurements, water absorption capacity (WAC), water absorption index (WAT) and water solubility index (WSI), adhesiveness
and cohesiveness strengths of fortified maize flour doughs with bean and amaranth flours in three different pmpm't'mns.]'1

Tabla 3. Mediciones de color, capacidad de absorcidn de agua (CAA), indice de absorcion (IAA) v de solubilidad de agua (ISA), fuerza de
adhesion y cohesion de masas de maiz fortificadas con harinas de frijol y amaranto en 3 diferentes proporciones.

Mass WAI (g gel/g Adhesiveness Cohesiveness
Treatment L a* b* WAC (%) efficiency (%) sample) WSI (%) (2) (2)
TR 92.24 —0.81° 0.62° 1.32% 2.31° 5.45° 4.24* 196.47° 36.16°
3F7A 82.49" 0.84" 0.84" 1.19° 2.1 6.96" 5.42° 173.33% 41.66°
SF5A 82,957 077" 12.62° 1.28% 2.28* 7.01° 5.10% 152.66° 36.62°
TF3A 83.08" 073" 12.69° 1.21° 221% 6.99° 4.85" 218.03¢ 25.76"

Note: 'Mean of three replicates. *Mean values with different letter in the same column are significantly different (p < 0.05). L* = 0 yields black and L* = 100 indicates
diffuse white. %, negative values indicate green while positive values indicate magenta. b*, negative values indicate blue and positive values indicate yellow. % w/w (g/
100 g).

Nota: 'Promedio de tres replicas. *Valores promedio con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (p < 0,05). L* = 0 produce negro,
L*= 100 indica un blanco difuso. a*, valores negativos indican verde mientras valores positivos indican magenta. b*, valores negativos indican azul mientras valores
positivos indican amarillo. % p/p (g/100g).
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Table 5. Color measurement, rollability, tensile strength, breaking distance and cutting force in fortified maize tortillas with bean and amaranth

flours in 3 different proportions.'”

Tabla 5. Medicion de color, rolabilidad, fuerza de extension, distancia de ruptura y trabajo de corte en tortillas de maiz fortificadas con harinas

de frijol y amaranto en 3 diferentes proporciones.

Treatment L a* b* Rollability® Tensile strength (N) Breaking distance (mm) Cutting force (N)
TR 74.12° 1.20* 19.46 1.00° 1.65 6.03° 6.66"
3E7A 68.29° 3.58" 18.96* 110 L1s* 5.10¢ 4.53*
SFSA 68.12° 3.49° 19.33* 112 Log* 5.33* 5.22°
TF3A 69.20° 3340 18.80% 1.25% L16* 4.15% 5.98¢
Note: 'Mean of three replicates. *Mean values with different letter in the same column are significantly different (p < 0.05). *Tortilla rollability: 1 = tortillas with no

breaking, 2 =a partial breaking at the center and edges of the tortilla and 3 = completely damaged tortill;
Nota: 'Promedio de tres replicas. *Valores promedio con diferente letra en la misma columna son signifi

s. N =Newton, millimeters.
ivamente diferentes (p < 0.05). *Tortilla rollability:

1 =tortilla sin rompimiento, 2= parcial rompimiento en el centro y bordes de la tortilla y 3 =tortilla con dafio completo. N = Newton, mm = milimetros.

Table 6. Comparison of growth of Wistar rats feed with diets based in fortified nixtamalized maize tortilla with bean and amaranth, in a two-

. X 2
generation bioassay."*

Tabla 6. Comparacion del crecimiento de ratas Wistar alimentadas con dietas basadas en tortillas de maiz nixtamalizado fortificadas con harina

L . . 2
de frijol y amaranto en un bioensayo de 2 generaciones.'*

Diet Protein (g/kg) Wi (g) Wi (g) AW (g) PER APD BV NPU
1° Generation
Control 100.00° 92.5° 122° 29.5° 2.25¢ 85.39¢ 78.79° 77.384
TR 85.90" 87* 1115 24,5 1.67° 76.64" 70.94* 54.37°
TF3A 100.20° 106.4¢ 140.8¢ 34.4° 1.78° 85.01° 80.99" 69.58¢
3FTA 91.66° 87.75* 129.75° 424 213 85.36° 79.40° 67.78°
SFSA 105.90° 95.6° 130.8° 35.2° 1.90° 83.99° 77.88° 65.41°
2° Generation
Control 100.00° 61.5° 84.5¢ 23.0° 222 95.38° 92.81° 93.50¢
TR 85.90* 80.75° 105¢ 24.25° 0.84 51.39* 50.86" 50.74*
TF3A 100.20° 57.5% 68.17° 10.67* 1.52° 92.86" 90.62" 8415
IFTA 91.66" 64° 80.83" 16.83° 1.86% 92.36" 89.83" 82.96"
SF5A 105.90° 71.5¢ 82.67° .17 1.63¢ 94.68° 93.15° 88.20°

Note: 'Mean of six individuals. *Mean values with different letter in the same column are significantly different (p < 0.05). *Wi = initial weight, Wf= final weight,

AW = Wl - Wi
Nota: 'Promedio de seis in

IPER = protein e‘ﬁ’lciency ratio, APD = apparent protein digestibility, BV = biological value, NPU = net protein utilization.
iduos. *Valores promedio con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (p < 0.05). Wi= peso inicial,

Wf= peso final, AW = Wf — Wi. “PER =rango de eficiencia proteica, APD = digestibilidad aparente de proteina, BV = valor biolégico, NPU = utilizacién neta de

proteina.

In the case of amylose, the difference percentages of this
starch component, 4.7-12.5% in amaranth (Kong, Bao, &
Corke, 2009) and 34-39% in bean (Ovando-Martinez,
Osorio-Diaz, Whitney, Bello-Pérez, & Simsek, 2011),
possibly had an important role, because the amylose is
correlated negatively to adhesiveness (Sahai, Buendia, &
Jackson, 2001). Still, it is reported that water absorption
capacity (WAC) has a greater effect on the tensile properties
of the dough than the other factors mentioned above, as
well the particle size of the starch granule (Pérez-Herrera
et al., 2002).

Concerning the behavior about gelatinization of starch
(Table 4) in the treatments; a significant difference (p < 0.05)
was observed between treatments in Tonset values, as well not
for Tp and AH. In previous research, it has been observed
that with bigger Tonset values, the samples contained more
protein and had been more physical and thermally processed
(Sandoval Aldana, Rodriguez Sandoval, & Fernindez
Quintero, 2005; Wannenberger & Eliasson, 1993). These
data are supported with the AH values, which suggest several
process conditions; because some starches lost their birefrin-
gence and low energy is necessary for the phase transition
(Méndez-Montealvo et al., 2006).

In reference to the tortillas, the results show significant
differences (p < 0.05) in color measurements, and cutting

force. The tortillas obtained were less luminous and more
yellow than the control but they presented similar values of
rollability, tensile strength and breaking distance, which
exposed a product with acceptable texture values, analogous
to the control (Table 5). These results are similar to those
reported for maize:bean blends (Cuevas-Martinez et al.,
2010); showing 1.IN to tensile strength, 7.9N to cutting
force and 1 to rollability. In that case, the color was not
affected because the bean was a white bean variety. The
decrease in cutting force values could be caused by the
amaranth flour, as previous research has observed that
inclusion of amaranth makes a softer and wetter dough and
tortilla (Méndez-Albores et al., 2003).

In the bioassay, the treatments showed similar behavior
with respect to 1° and 2° generations of rats, indicating a
significant difference (p < 0.05) for diets fortified with bean
and amaranth flours with respect to TR. It is important to note
that 3F7A, which has just 6.7% proiein increase with respect to
TR, showed a comparable behavior with the control, which
contained 10% casein as nitrogen source (Table 6). It could be
because this treatment showed an important increase in limit-
ing the amino acids lysine and tryptophan, 48.07% and 40%.,
respectively. These values illustrate that fortification with bean
and amaranth, particularly 3F7A, would increase weight in a
comparable mode to the control, even with the presence of bean
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flour, which formerly was not recommended for fortification
due the presence of antinutrimentals and the high cost of
bean products (Serna-Saldivar, Canett, Vargas, Gonzales, &
Bedolla, 1988).

That the treatments increase the weight in Wistar rats
significantly, even with a low percentage of protein in the
diet, could be explained by the fact that it is known that low
levels of protein consumption lead to a higher retention of
nitrogen, even more when the type of protein fortification has
balanced amino acid values (Chavez & Mufioz de Chavez,
2003; Rosado, Lopez, Morales, Mufioz, G. & Allen, 1992).

Conclusions

After formulating maize:bean:amaranth blends, there was
significant improvement in different fortified tortillas with
regard to protein, lysine and tryptophan content, mainly with
3F7A, which has increases of up to 48% and 40% of these
limiting amino acids, respectively. These formulations show
physicochemical, rheological and textural properties similar
to the commercial maize tortilla formulations, showing
analogous results in WAC in the doughs, and the same
rollability and tensile strength in tortilla. Therefore, as an
alternative to resolve the problem of low protein quantity/
quality of maize-based food products without variation in
process or equipment, the fortification with amaranth and
common bean, particularly with 3% bean and 7% amaranth,
is suggested.
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