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RESUMEN
El sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) es un cereal en grano con ventajas
agronomicas sobre el maiz debido a sus bajos requerimientos hidricos y altos
rendimientos productivos. Este cereal no contiene gluten y es rico en proteinas
que contiene fitoquimicos con alta capacidad antioxidante. Sin embargo, los
compuestos antinutricionales, asi como el alto entrecruzamiento de sus
proteinas, disminuyen su bioaccesibilidad proteica. La nixtamalizacion
mediada por calentamiento 6hmico (CO) se ha propuesto como procedimiento
ecolégico para aumentar la bioaccesibilidad de los cereales mediante la
reduccion de compuestos antinutricionales, ya que requiere menos tiempo de
procesamiento y no genera efluentes contaminantes, en comparacion con la
nixtamalizacion (NT) tradicional. Este proyecto tuvo como obijetivo evaluar la
bioaccesibilidad proteica de tortillas obtenidas de harinas de sorgo
nixtamalizadas por CO. Se procesaron siete variedades diferentes de sorgo
rojo y blanco. Como las variedades 82w21 y 8133 presentaban las mejores
caracteristicas para la elaboracion de tortillas por nixtamalizacion tradicional,
las mismas variedades fueron sometidas a CO a diferentes voltajes (110y 120
V) y temperaturas de procesamiento (85 y 90 °C). Los resultados mostraron
que la variedad 82w21 procesada a 120 V y 85 °C presentd el mayor
rendimiento de tortilla (1.81 kg de tortilla’lkg de masa) y las mejores
caracteristicas de calidad ya que la masa era muy blanda y la tortilla inflada y
se podia enrollar. El perfil nutracéutico de esta misma variedad se determiné
por ambos métodos de nixtamalizacion mostrando que el mayor contenido de
compuestos fendlicos, asi como la mayor capacidad antioxidante, se encontrd
en las tortillas nixtamalizadas por CO, que, ademas, disminuyeron su
contenido de taninos inicial (-25.77%). La bioaccesibilidad de proteinas
incremento en ambos tratamientos con el tiempo de incubacion,
encontrandose la mayor bioaccesibilidad (58.23+ 0.93%) en el CO a los 60 min
en la FD, sin embargo, la nixtamalizacién tradicional tuvo la mayor velocidad

de permeacién al inicio y final de la digestion (10.34x10°° cm/s). En conclusién,



el calentamiento 6hmico aumento la bioaccesibilidad de proteinas en mayor
medida que la nixtamalizacién tradicional, por lo que puede emplearse esta

tecnologia para la obtencion de tortillas nixtamalizadas de sorgo.

Palabras clave: Sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), bioaccesibilidad de

proteinas, nixtamalizacion, calentamiento 6hmico;



ABSTRACT

Sorghum (Sorghum bicolor L. Moench) is a cereal grain with agronomic
advantages over corn due to its low water requirements and high production
yields.This cereal is gluten-free and phytochemicals-containing protein-rich
cereal with high antioxidant capacity. However, anti-nutritional compounds
and the high cross-linking of their proteins decrease its protein
bioaccessibility. Ohmic heating based-nixtamalization (OH) has been
proposed as an ecological procedure to increase the cereal digestibility by
reducing its antinutritional compounds, since it requires less processing time
and does not generate contaminant effluents, compared to traditional
nixtamalization (NT). This project aimed to evaluate the protein
bioaccessibility of tortillas obtained from sorghum flours nixtamalized by OH.
Seven different varieties of red and white sorghum were processed. As the
82w21 and 8133 varieties presented the best characteristics for making
tortillas by traditional nixtamalization, the same varieties were subjected to
OH at varying voltages (110and 120 V) and processing temperatures (85
and 90 °C). Results showed that 82w21 variety processed at 120V and 85°C
displayed the highest tortilla yield (1.81kg tortilla’/kg masa) and the best
quality characteristics since the masa was very soft and the tortilla inflated
and was able to roll. The nutraceutical profile of this variety was determined
by both nixtamalization methods, showing that OH had the highest content
of phenolic compounds and the highest antioxidant capacity, together with
a decreased in the initial tannins content (-25.77%), Protein bioaccessibility
increased in both treatments with incubation time, finding the highest
bioaccessibility (58.23 + 0.93%) in OH at 60 min in DF, however, traditional
nixtamalization had the highest permeation rate at the beginning and end of
digestion (10.34x10° cm/s). In conclusion, ohmic heating increased the
bioaccessibility of proteins to a greater extent than traditional

nixtamalization, so this technology can be used to obtain nixtamalized



sorghum tortillas.

Keywords: Sorghum (Sorghum bicolor L. Moench), Nixtamalization, ohmic

heating, protein digestibility.
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1. INTRODUCCION

El sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) es un cultivo basico en muchas regiones
principalmente de Africa y Asia, donde se cultiva debido a su facilidad para
crecer en zonas aridas (Aruna y Visarada, 2019). Este cereal es una buena
fuente de energia, ademas aporta compuestos fendlicos y tiene una alta
capacidad antioxidante (Luzardo-Ocampo et al., 2020). Ademas es fuente de

vitaminas del complejo B (Dykes et al., 2005).

Diversos estudios han reportado que se puede utilizar el sorgo para la
produccion de tortillas (Bedolla et al., 1983). Sin embargo, existen algunos
inconvenientes al utilizar este cereal debido a su contenido de compuestos
antinutricionales como los taninos condensados, y a la alta reticulacion de sus
proteinas que ocasionan una reduccién en la digestibilidad proteica (Proietti et
al., 2015).

Se han probado distintos métodos para disminuir el problema de la
digestibilidad proteica. Entre estos, la nixtamalizacidbn es prometedora para
lograr estos objetivos puesto que se ha visto que puede disminuir el contenido
de taninos condensados (Gaytan-Martinez et al., 2017), y aumentar la
bioaccesibilidad de proteinas en un 5.26 y 26.31% para sorgo rojo y blanco,
respectivamente (Cabrera-Ramirez et al., 2020). Sin embargo, presenta varias
desventajas como largo tiempo de procesamiento, utilizacion de grandes
cantidades de agua, disminucién de nutrientes y grandes valores de
contaminacion (Castro-Mufioz et al., 2015; Escalante-Aburto et al., 2019;
Garcia-Zamora et al., 2015; Valderrama-Bravo et al., 2015).

El calentamiento 6hmico es una tecnologia emergente que se ha utilizado para
obtener harinas nixtamalizadas de maiz para la produccion de masa y tortillas
(Gaytan-Martinez et al.,, 2012), eliminando las desventajas de la
nixtamalizacion puesto que el calentamiento se lleva a cabo en tiempos muy

cortos manteniendo la calidad nutricional sin generar residuos (Cullen et al.,



2012). No obstante, no se conoce el efecto del calentamiento 6hmico en la
calidad de las tortillas obtenidas por calentamiento 6hmico, asi como su efecto
sobre compuestos bioactivos y la bioaccesibilidad de sus proteinas. Debido a
esto el objetivo de este estudio fue evaluar la bioaccesibilidad de proteinas de
tortilas obtenidas a partir de harinas de sorgo nixtamalizadas por

calentamiento 6hmico.
2. ANTECEDENTES
2.1 El sorgo

El sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) es el quinto cereal mas cultivado a nivel
mundial, después del trigo, el maiz, el arroz y la cebada. Los principales paises
que lo producen son Estados Unidos, Nigeria, México y Etiopia (Figura 1),
mientras que los que mas lo consumen son China, Nigeria, India y México
(Figura 2), (FAOSTAT, 2018; FIRA, 2019).

P
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Figura 1. Principales paises productores de sorgo.
Adaptada y con base en FAOSTAT (2018).

Se cree que este cultivo es capaz de sustituir al maiz, principalmente en zonas

con acceso limitado al agua (Getachew et al., 2016), ya que tiene una alta



resistencia a condiciones ambientales como la sequia y las altas temperaturas,
ademas de que sus requerimientos de agua son bajos y su rendimiento es alto
(Dykes et al., 2005) y al no contener gluten puede ser consumido por personas
con enfermedad celiaca (Pontieri et al., 2013). Sin embargo, en México su
principal uso es el consumo pecuario (FIRA, 2015).

a) Consumo total b) Por tipo de uso, 2017/18

B Consumo humano e industrial

= 2016/17
®w2017/18 <
pize
2018/19*

W Consumo forrajero

China
Nigeria
India
Mexico
Etiopia
Sudan
Otros
China
Nigeria
India
México
Etiopia
Sudan
Otros

Figura 2. Principales paises consumidores de sorgo en millones de toneladas
(FIRA, 2019).

2.2 Composicién quimica

La composicién quimica del sorgo (Tabla 1) varia dependiendo de la especie

y diversidad genética, asi como factores ambientales (Ralph et al., 2000).



Tabla 1. Composiciéon proximal del grano de sorgo

Contenido Contenido (%)
Humedad 10.6-16.5
Lipidos 2.1-7.6
Proteinas 4.4-21.1
Carbohidratos 57.0-80.6
Fibra cruda 1.0-34

(Ratnavathi y Komala, 2016)

Ademas, contiene vitaminas liposolubles (D, E, K) e hidrosolubles (complejo

B, excepto B12) y algunos minerales (Taylor y Kruger, 2019).
2.2.1 Carbohidratos

Entre los carbohidratos del sorgo, el almidén se encuentra en mayor
proporcién ocupando del 56 al 75% del total del grano. En general el almidon
de sorgo contiene entre 24 a 33% de amilosa (Beta et al., 2001) y entre 67 a
76% de amilopectina, mientras que las variedades cerosas contienen
amilopectina casi en su totalidad. Ademas, este almidén se considera de
digestion lenta y por lo tanto su indice glucémico es mas bajo que el de
almidones de otros granos, lo cual puede contribuir en el control de la

obesidad.

También existen otros carbohidratos presentes en el sorgo como fibra
dietética, la cual se encuentra principalmente en el pericarpio y es rica en
celulosa; y azucares como sacarosa, glucosa, fructosa, maltosa y estaquiosa
(Ratnavathi, 2019).

2.2.2 Lipidos

Del total de lipidos presentes en el sorgo, el 86.2% corresponde a triglicéridos,
el 10.7% a fosfolipidos y el resto a glucolipidos (Price y Parsons, 1975).
Contiene acidos grasos como linoleico, oleico, palmitico, linolénico y estearico

(Rooney, 1978). De estas fracciones, aproximadamente el 75% se encuentran



presentes en el germen, el 13% en el endospermo (Serna-Saldivar y Rooney,
1995) y el 12% en el pericarpio (Taylor y Kruger, 2019).

2.2.3 Minerales

El sorgo es una buena fuente de minerales. Los principales son potasio,
fosforo, hierro, zinc y en menor medida calcio (Proietti et al., 2015). En general
estos se encuentran en mayor proporcion en las capas externas del grano
(Taylor y Kruger, 2019). Sin embargo, el zinc se encuentra mayoritariamente
en el germen (Hama et al., 2011).

2.2.4 Proteinas

Las proteinas de sorgo se consideran de bajo valor biolégico ya que contienen
cantidades muy bajas de aminoacidos esenciales, principalmente de lisina e
isoleucina (Wu et al., 2013). Por otro lado, estas proteinas son ricas en leucina,
aunque, esto también es negativo ya que este aminoacido se interpone en la
conversién de triptéfano a niacina, lo que puede ocasionar pelagra (Badawy,
2014).

De acuerdo con la clasificacion de Osborn, las proteinas se dividen en
diferentes clases dependiendo de su solubilidad y propiedades quimicas. Las
clases principales son las albuminas (solubles en agua), globulinas (solubles
en sal), glutelinas (solubles en soluciones acidas y alcalinas) y prolaminas
(solubles en soluciones acuosas de etanol) (Branlard y Bancel, 2006).

Las proteinas de sorgo se encuentran dentro de un tipo de organelos llamados
cuerpos proteicos, los cuales, a su vez, se encuentran dentro de una matriz
proteica formada en su mayoria por glutelinas y en menores cantidades

albuminas y globulinas (Figura 3) (Seckinger y Wolf, 1973).

En el sorgo, las albuminas y las globulinas constituyen del 10 al 30% del total
de proteinas y se encuentran ubicadas en las capas externas del grano y del

germen. Ambas proteinas contienen una cantidad mayor de lisina a



comparacion de las prolaminas. Las glutelinas se encuentran en porcentajes
desde 27.7% (Taylor et al., 1985) hasta de 50% (Beckwith, 1972; Bean et al.,
2016), mientras que las kafirinas (prolaminas en sorgo) son las que se
encuentran en mayor proporcion constituyendo del 70 al 80% del total de
proteinas de este cereal y contienen grandes cantidades de glutamina y
prolina, que corresponden al 30% de los residuos de aminoacidos totales de
las kafirinas (Belton et al., 2006).

Las kafirinas se clasifican en funcién de su peso molecular y solubilidad en q,
B, v,y 0 (Wu et al, 2013). Las a-kafirinas representan del 66 al 84% de las
kafirinas totales, se dividen en dos grupos con pesos moleculares de entre 23
a 25 kDa, y contienen principalmente aminoacidos no polares. En este tipo de
proteinas no ocurre reticulacién, forman enlaces intramoleculares y se

encuentran principalmente en forma de mondomeros y oligobmeros.

O Cuerpos proteicos

. Granulo de almidén

#8F Matriz proteica de glutelina

Cuerpos proteicos y granulos de almidén
incrustados en la matriz proteica




Figura 3. Esquema de un cuerpo de proteina de sorgo
(de Mesa-Stonestreet et al., 2010).

Las B y y kafirinas se encuentran ampliamente reticuladas y forman enlaces
disulfuro intramoleculares e intermoleculares. Las [ -kafirinas representan del
8 al 13%, tienen un peso molecular de 18 kDa, contienen principalmente
metionina y cisteina y se encuentran en forma de mondmeros y polimeros; las
y-kafirinas representan del 9 al 21%, tienen un peso molecular de 20 kDa y
contienen prolina, cisteina e histidina y se encuentran en forma de oligdbmeros

y polimeros.

Finalmente, las &-kafirinas son las que se encuentran menos caracterizadas
Yy N0 Se conoce su concentracion, aunque se sabe que es menor a las demas,

su peso molecular es de 13 kDa y son ricas en metionina (Belton et al., 2006).
2.3 Compuestos fitoquimicos del sorgo

El sorgo es un cereal rico en fitoquimicos como compuestos polifenélicos,
esteroles y policosanoles, los cuales contribuyen a los beneficios a la salud
gue normalmente se le atribuyen al consumo de granos integrales (Duodu y
Awika, 2019).

Los polifenoles tienen diferentes funciones ya sea como intermediarios de
rutas metabdlicas, componentes estructurales, moléculas de sefializacién,
entre otras. Entre estos compuestos, lIos mas importantes presentes en el
sorgo son los &cidos fendlicos y flavonoides (Rathavathi y Komala, 2016); los
acidos fendlicos se dividen en benzoico y cinamico, mientras que los
flavonoides se dividen en flavonas, isoflavonas, flavanonas, flavonoles y
flavanoles. Estos ultimos mejor conocidos como taninos condensados (Duodu
y Awika, 2019).

El perfil de compuestos polifendlicos del sorgo puede cambiar dependiendo de
aspectos genéticos como el color, el grosor del pericarpio, la testa pigmentada,
entre otros (Awika et al., 2005; Dykes et al., 2009; Taleon et al., 2012) y



algunos factores, como el estrés bidtico (franja hollin, mosquito de sorgo,
antracnosis foliar, planta striga y mohos de grano) y abiético (alojamiento,
resistencia a la sequia y sensibilidad al fotoperiodo), pueden incrementar la
presencia de estos (Dicko et al., 2005). Se ha reportado que la mayoria de
variedades de sorgo con colores rojos y purpuras, asi como con pericarpios
gruesos tienen mayor contenido de fenoles (Dykes et al., 2005).

Gaytan-Martinez et al. (2017) reportaron el contenido fendlico de dos
variedades de sorgo rojo y blanco. El contenido total de fenoles, que incluia
acido gélico, acido clorogénico y acido ferulico, fue de 47.86 y 34.78 mg
equivalentes de acido gélico (EAG)/ g de muestra; el contenido de flavonoides
totales, que incluia catequina y quercetina fue 85.50 y 59.30 ug equivalentes
de rutina (ER)/ g de muestra; a su vez que el contenido de taninos
condensados fue de 20.54 y 0.89 mg equivalentes de catequina (EC)/ g de

muestra para sorgo rojo y blanco respectivamente.

Luzardo-Ocampo et al., (2020) realizaron una digestion in vitro en un estudio
para conocer el impacto de la nixtamalizacién sobre la bioaccesibilidad de los
compuestos fendlicos del sorgo y reportaron que el proceso de nixtamalizacion
redujo el contenido de compuestos fendlicos totales sobre todo en la fase oral.
Los flavonoides igualmente disminuyeron durante la etapa oral, pero mas
tarde, durante la fase gastrica aumentaron su bioaccesibilidad tras haber sido

nixtamalizados, absorbiéndose a los 120 min en el intestino delgado.

Los taninos condensados, por su parte, se volvieron mas bioaccesibles
después de la nixtamalizacién y los valores maximos no superan el limite
reportado dentro de la ingesta segura para el consumo humano (3-35 mg EC/
g/ dia) (Koch et al., 2015).

Los compuestos fendlicos se consideran antioxidantes por su capacidad de
neutralizar de radicales libres, ademas, tienen otros beneficios como la

regulacion de la microbiota intestinal lo cual puede causar efectos benéficos



en enfermedades como diabetes, obesidad, dislipidemia, enfermedades
cardiovasculares y cancer (Yang et al., 2012; Cardoso et al., 2015).

De igual manera, Gaytan-Martinez et al. (2017) determinaron la capacidad
antioxidante de estas dos variedades de sorgo por medio del método ABTS
(acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) y reportaron 86.34% de
actividad antirradical (%0ARA, por sus siglas en inglés) en sorgo rojo y 79.79
%ARA en sorgo blanco, lo que indica que, a mayor cantidad de compuestos

fendlicos, mayor capacidad antioxidante.

Sin embargo, a pesar de los beneficios a la salud, los compuestos fendlicos,
en especial los taninos condensados, se consideran factores antinutricionales
ya que pueden acomplejarse con proteinas y con esto disminuir la
digestibilidad y la bioaccesibilidad de estas y de algunos minerales como el

hierro y el zinc en el tracto digestivo (Dykes y Rooney, 2006).

El problema de los taninos condensados es que en concentraciones de entre
5y 10% de materia seca forman complejos con proteinas que resisten la
hidrolisis de las proteasas y con esto disminuyen su digestibilidad (Luzardo-
Ocampo et al.,, 2020). Se ha observado que tienen la capacidad de unir
enzimas intestinales relacionadas con la digestibilidad del sorgo por medio de
puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas que se refuerzan debido a
la conformacion de las proteinas y los taninos, bloqueando los sitios cataliticos
de las enzimas causando su inhibicién y por consiguiente disminuyendo su
digestibilidad (Barrett et al., 2018), ademéas de que provocan un incremento
en la excrecion de nitrégeno y grasa fecal, perjudicando las respuestas de
insulina y glucosa (Bravo, 1998). Macakova et al., (2014) reportaron que los
taninos pueden quelar minerales provocando que no se encuentren
biodisponibles para el organismo, por lo que el consumo frecuente de sorgo
con alto contenido de taninos podria causar enfermedades debidas a

deficiencia de minerales, como la anemia.



Cabrera-Ramirez et al.,, (2020) en un estudio in vitro, evaluaron la
bioaccesibilidad de proteinas de sorgo tras el proceso de coccion y
nixtamalizacion usando dos variedades de sorgo. Los autores encontraron que
la bioaccesibilidad de proteina del sorgo rojo cocido (39.39%), durante la etapa
géstrica a los 90 min era menor en comparacion con la variedad blanca cocida
(43.05%) bajo las mismas condiciones. Lo anterior es debido al mayor
contenido de taninos presentes en la variedad de sorgo rojo, los cuales a pH
bajo (2-4) como el del estdbmago, producen efectos estéricos debido a su gran

tamafo impidiendo su acceso a las enzimas.

Ademas de lo anterior, existen otros fitoquimicos antinutricionales en el sorgo

como son el acido fitico y los glucésidos cianogénicos.

El acido fitico es la fuente principal de fésforo en el sorgo y también posee
capacidad antioxidante. Puede ser benéfico, ya que ayuda a impedir la
digestién del almidén y a ralentizar la absorcion de glucosa (Truong et al.,
2016). Se ha demostrado que una dieta rica en &cido fitico puede ser
beneficiosa para tratar diabetes mellitus ya que provoca una disminucion en el
contenido de triglicéridos en sangre, un aumento de colesterol HDL y puede

evitar la formacion de célculos renales (Omoruyi et al., 2013).

Adicionalmente, se ha encontrado mediante pruebas in vitro un decremento
en la proliferacion de células de cancer de mama y efectos antitumorales, asi
como mejoras en el sistema inmune. Sin embargo, el &cido fitico no se degrada
facilmente en el tracto gastrointestinal (Coulibaly et al., 2011). Este acido
organico, de igual manera que los taninos, atrapa minerales como calcio y
magnesio; proteinas y enzimas como la pepsina, la amilasa y la tripsina

produciendo baja disponibilidad de nutrientes (Proietti et al., 2015).

Los glucésidos cianogénicos, por su parte, se consideran antinutricionales ya
gue son sustancias toxicas presentes en los vegetales que le sirven a la planta

como defensa para los depredadores. La durrina, es el principal glucésido
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cianogénico y al hidrolizarse por medio de la B-glucosidasa produce p-
hidroxibenzaylaldehido y &cido hidrocianico, compuestos que causan

intoxicaciones graves por cianuro (Proietti et al., 2015).

Debido a esto, se afirma que los factores antinutricionales provocan un
consumo desequilibrado de elementos necesarios y alteran la disponibilidad
de energia metabolizable y aminoacidos esenciales (Dykes y Rooney, 2006).
Sin embargo, la capacidad que tienen estos factores antinutricios se relaciona
con el consumo de dietas poco variadas y con deficiencia de minerales, por lo
gue su efecto negativo o positivo depende de la frecuencia y de la posibilidad

de absorberse y ser digeridos por el organismo (Proietti et al., 2015).
2.4 Digestibilidad de proteinas de sorgo

La digestibilidad de proteinas se define como la fraccion de aminoacidos o
nitrégeno alimentario que se absorbe después de la ingestion de alimentos
(Mun et al., 2016) y sirve para evaluar la calidad nutricional de un genotipo.

La puntuacion de aminodacidos corregida por la digestibilidad de las proteinas
(PDCAAS) es considerada como la medida estandar de calidad de una
proteina y se define como la digestibilidad de la proteina verdadera
multiplicada por la puntuacion de aminoacidos de la proteina (Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura & Fundacién
Iberoamericana de Nutricién, 2017). El PDCAAS cuantifica la calidad de una
proteina, ya sea en términos de composicién de aminoacidos esenciales (en
especial lisina) o la posibilidad de asimilar y absorber la proteina (Taylor y
Kruger, 2019).

En 2010, Henley realiz6é un estudio donde calculaba el PDCAAS del sorgo
obteniendo un valor de entre 0.10 y 0.29, mientras que el PDCAAS de los otros
cereales se encontraba entre 0.44 y 0.66, lo que significa que el sorgo tiene

una digestibilidad proteica menor en comparacion con otros cereales.
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Sin embargo, el PDCAA tiene algunas limitaciones, como el hecho de que
estima de manera elevada la calidad proteica en alimentos que contienen
antinutricios o que contienen proteinas de dificil digestion, ademas, no toma

en cuenta de manera correcta la biodisponibilidad de los aminoéacidos.

Por lo que es recomendable utilizar un método diferente para cuantificar la
digestibilidad de proteinas que sea aplicable a todos los alimentos. Los
ensayos in vitro y ensayos in vivo con animales no rumiantes como cerdos y
ratas se consideran mas prometedores. Se han observado multiples
similitudes en la capacidad que tienen los humanos y las ratas para digerir
alimentos por lo gue una opcion mas adecuada para esta determinacion es el
método in vitro del saco intestinal invertido (Campos-Vega et al.,, 2015;
Lassoued et al., 2011; Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura & Fundacion Iberoamericana de Nutricién, 2017).

Con esta técnica, es posible monitorear la ruta de digestion que sigue un
compuesto determinado durante el proceso gastrointestinal. Ademas, se
pueden obtener pardmetros como la bioaccesibilidad y la digestibilidad del

compuesto de interés.

Por otro lado, se ha estudiado la microestructura de las kafirinas y su relacion
con la matriz de glutelina (Figura 4), observdndose que las a-kafirinas se
encuentran como monémeros y oligobmeros en el interior de los cuerpos
proteicos. Las B y y-kafirinas se encuentran como oligdmeros y polimeros en
el ndcleo y periferia de estos, lo que provoca una disminucion de la
digestibilidad al impedir que las a-kafirinas lleguen hasta las enzimas
hidroliticas como las peptidasas al ser bloqueadas por los enlaces disulfuro

intermoleculares de las B y y-kafiinas (Wu et al, 2013).
Ademas, la presencia de algunos componentes antinutricionales como los

taninos condensados y el acido fitico (Proietti et al., 2015) que presentan

afinidad a ligarse con proteinas y enzimas digestivas disminuyendo hasta en
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un 50% la digestibilidad y la bioaccesibilidad de estas y por lo tanto baja
disponibilidad de nutrientes (Dykes y Rooney, 2006).

Como ya se menciond, son varios los factores que afectan la digestibilidad de
las proteinas de sorgo, como puede ser la naturaleza del sorgo utilizado, es
decir, si se utiliza el grano entero o alguna fraccibn como el endospermo; si los
granos contienen cantidades de taninos mayores al 5%, entre otros factores.
Ademas, se ha demostrado que las kafirinas de sorgo son hidrofébicas lo cual

también puede influir en la digestibilidad relativa (Duodu et al., 2003).

“Capa” externa compuesta
principalmente de B- y y-
kafirinas reticuladas

Material de matriz de
glutelina intercalado que
recubre el cuerpo proteico

Interior compuesto
principalmente de
a- kafirinas

Figura 4. Cuerpos proteicos de sorgo en relacion con el almidén y la matriz
de glutelina (de Mesa-Stonestreet et al., 2010).

2.4.1 Efecto del procesamiento en la digestibilidad de proteinas de sorgo

Las proteinas de sorgo pueden volverse aln mas indigeribles después de su
procesamiento, como en el caso de la coccién humeda, durante la cual se
produce una mayor reticulacion de proteinas y por consecuente disminuye su
digestibilidad. (Fombang et al., 2005).

En 1997, Arbab y El Tinay, realizaron un estudio mediante un ensayo in vitro
con pepsina para cuantificar la digestibilidad de las proteinas del grano de
sorgo entero sin taninos y con taninos. Se observd que la digestibilidad del

sorgo sin taninos disminuyo tras la coccidon himeda en un rango de 20 a 55%,
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mientras que, en el sorgo con taninos, la disminucion de la digestibilidad fue
de 61%.

Debido a lo anterior, se ha buscado mejorar la digestibilidad proteica del sorgo
por medio de la disminucion del contenido de antinutricios o del aumento de la
accesibilidad de las kafirinas a las pepsinas, implementando varios métodos
de procesamiento como: irradiacion (Shawrang et al., 2011), germinacion y
fermentacion (Elmaki et al., 1999), altas presiones (Correia et al.,, 2011) y
nixtamalizacion (Gaytdn-Martinez et al., 2017). Los autores reportan que el
proceso térmico alcalino puede ser una alternativa para mejorar la
digestibilidad proteica del sorgo, sin embargo, es un método de coccién con

alta humedad.

Recientemente, Cabrera-Ramirez et al. (2020) evaluaron el efecto del proceso
de nixtamalizacidn en la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de proteinas de
harinas de sorgo blanco y rojo durante una digestidon gastrointestinal in vitro.
Se observé que, durante la etapa gastrica, la bioaccesibilidad proteica se vio
disminuida en ambas variedades, con mayor énfasis en el sorgo rojo cocido,
lo que comprueba que el proceso de coccion junto con el alto contenido de
taninos provoca una reduccion de la digestibilidad al formar enlaces entre

taninos y proteinas.

Por el contrario, al llegar a la etapa intestinal, el sorgo blanco nixtamalizado
mostré un aumento en la bioaccesibilidad de proteinas tanto en la fraccién
digerible como en la no digerible, en tanto que la variedad roja nixtamalizada
no mostré diferencias significativas para la fraccion no digerible, pero si
aumento la bioaccesibilidad para la fraccién digerible. Los autores concluyeron
gue el proceso de nixtamalizacidbn aumenta la bioaccesibilidad de las proteinas

de sorgo al descomponer los complejos proteina-tanino.
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2.5 Nixtamalizacion

La nixtamalizacién o coccion termo-alcalina, es un proceso comun empleado
en maiz pero que puede llevarse a cabo en diferentes granos, que se utiliza
para la obtencion de harina 0 masa. Esta consiste en someter los granos a una
cocciodn alcalina con Ca(OH)2 y agua durante 25 a 45 minutos y posteriormente
dejar reposar el grano cocido en el agua de la coccién, llamada nejayote,
durante 12 a 16 horas y finalmente lavar los granos para retirar el exceso de
cal (Ramirez-Araujo et al., 2019). Esto se realiza con el fin de ablandar el
pericarpio y endospermo del grano para facilitar la molienda (Santiago-Ramos
et al.,, 2018b) y posteriormente elaborar diferentes productos como tortillas,

tostadas, nachos, botanas, tamales, entre otros.

Gaytan-Martinez et al., (2017) buscaron estandarizar el proceso de
nixtamalizacion en sorgo, llegando a la conclusion de que 30 minutos, con 1%
de Ca(OH)2, fue el tratamiento que producia, de acuerdo con el disefio de
superficies de respuesta, las mejores caracteristicas nutricionales
manteniendo la mayor capacidad antioxidante posible y reduciendo el mayor

contenido de taninos en un sorgo rojo.
2.5.1 Ventajas y desventajas de la nixtamalizacién

La nixtamalizacidén presenta algunas ventajas como mejorar el valor nutricional
del grano (Santiago-Ramos et al., 2018a) ya que aumenta la disponibilidad de
algunos aminoécidos, vitaminas y minerales como lisina, triptéfano, niacina y
calcio, lo que puede ayudar a prevenir enfermedades como pelagra, raquitismo
y osteoporosis y ademas aumenta el contenido de fibra dietaria soluble
(Paredes-Lopez et al., 2009). Asimismo mejora las propiedades reolbgicas
como la viscoelasticidad de la masa y reduce el contenido de micotoxinas
(Santiago-Ramos et al., 2018Db).

También se ha visto que al someter el sorgo a una coccion termo-alcalina

disminuye el contenido de aflatoxinas y taninos condensados ya que éstos se
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encuentran principalmente en las capas externas del grano, las cuales se
eliminan durante este tratamiento. Esto evita la formacion de complejos de
taninos con proteinas aumentando la digestibilidad y disponibilidad proteica
(Escalante-Aburto et al., 2019).

Por otro lado, la nixtamalizacién muestra algunas desventajas, entre las cuales

Se encuentran:

e Largo tiempo de procesamiento, ya que los granos deben dejarse
reposando en el nejayote durante doce horas y la cantidad de agua
utilizada es muy grande. Se utilizan aproximadamente 3 L de agua por
kilogramo de cereal, de la cual al menos el 50% se desecha (Garcia-
Zamora et al., 2015).

e Pérdida de nutrientes del grano en el agua residual (nejayote): Los
componentes del pericarpio se solubilizan produciendo hasta un 79% de
pérdidas de materia seca que involucran fibra dietética (celulosa y
hemicelulosa), polisacaridos, almidon, proteinas, lipidos y compuestos
fendlicos como antocianinas, carotenoides y acido ferulico (Escalante-
Aburto et al., 2019).

e Los desechos (nejayote) tienen valores de DBO (demanda bioldgica de
oxigeno) y DBQ (demanda quimica de oxigeno) de 14,219 + 309 mg/L y
40,058 £ 82 mg O:2/L, respectivamente (Castro-Mufioz et al., 2015;
Valderrama-Bravo et al., 2015), lo cual lo hace altamente contaminante y

dificil de tratar.

Gaytan-Martinez et al (2017) evaluaron el efecto de la nixtamalizacién sobre
el contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en harinas de
dos variedades de sorgo. El contenido de fenoles totales en la variedad roja
disminuyo de 47.86 a 7.5 mg de EAG/ g en sorgo rojo y de 34.78 a 10.9 mg de
EAG / g en sorgo blanco usando 2% de cal y 30 minutos de coccién. Mientras
que el contenido de taninos de la variedad roja disminuyé en 90% bajo

condiciones de 2% de cal y 40 minutos de coccion y de manera contraria, la
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variedad blanca aumentd su contenido dos veces utilizando 2% de cal y 30

minutos de coccion.

Con respecto a la capacidad antioxidante de las harinas, la determinacion
ABTS mostro una disminucion de 64% a 31.1% ARA en sorgo rojo y de 55%
a 49.9% ARA en sorgo blanco.

2.6 Procesos alternativos de nixtamalizacién

Para dar solucion a las problematicas del proceso, se han probado varias
alternativas. Una de estas consiste en remplazar el Ca(OH)z por otras sales
de calcio como sulfato, carbonato y cloruro, las cuales disminuyen
significativamente el pH del nejayote (4.19-7.39) en comparacién con el
obtenido por el proceso tradicional de nixtamalizacion (12-14), lo que produce
una menor contaminacion y un descascarado del grano incompleto y por lo

tanto menor pérdida de fibra (Campechano-Carrera et al., 2012).

Otra alternativa involucra el uso de diferentes tecnologias alternativas. Entre
estas se encuentran: extrusién (Chaidez-Laguna et al., 2016), transporte de
bajo cizallamiento (Mercado-Pedraza, et al., 2014), microondas (Méndez-
Albores et al., 2012), ultrasonido (Janve et al., 2013) y calentamiento 6hmico

(Ramirez-Araujo et al., 2019; Ramirez-Jiménez et al., 2019).
2.6.1 Calentamiento 6hmico

El calentamiento 6hmico (CO) es un proceso que produce el aumento de la
temperatura de un material conductor al pasar corriente eléctrica sobre él. En
el caso de los alimentos, al pasar energia eléctrica esta se convierte en energia
térmica (Efecto Joule) calentando el alimento instantaneamente y provocando
su coccidén como resultado de la resistencia que ofrece al paso de la corriente
(Cappato et al., 2017).

Se ha reportado que esta tecnologia usada en alimentos mantiene la calidad

nutricional debido a que los tiempos de procesamiento son mas cortos
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comparados con el calentamiento convencional. Ademas, tiene una eficiencia
energética de 90%, es ecoldgica al no genera residuos y existe mayor

uniformidad en el calentamiento (Cullen et al., 2012).

Las variables de proceso mas importantes que deben controlarse durante el
calentamiento 6hmico son la intensidad del campo eléctrico, la cual varia con
el voltaje, y la conductividad eléctrica, que varia dependiendo de la
temperatura y de algunos parametros del alimento como disociacion ionica,
viscosidad, textura, entre otros (Sarang et al., 2008). La temperatura es el
parametro mas importante ya que afecta la movilidad de los iones del producto
(Zareifard et al., 2014a). Ademas de éstos, existen otros parametros

involucrados en el proceso como frecuencia y tiempo de residencia.

La conductividad eléctrica es un parametro fundamental ya que mide la
capacidad de un material para conducir electricidad en una unidad de area (S/
m). Esta, generalmente es directamente proporcional a la elevacion de la
temperatura y ayuda a establecer las mejores condiciones y la intensidad del

proceso.
2.6.2 Uso del calentamiento 6hmico en la nixtamalizacién

Se han realizado estudios utilizando esta tecnologia para nixtamalizar harinas
de maiz para producir masa y tortillas. Los principios de este método consisten
en aplicar corriente eléctrica mediante un par de electrodos colocados en una
celda, por la cual se hace pasar el alimento a nixtamalizar (Figura 5). Es
necesario que previo al proceso, el maiz se pre-acondicione con agua y cal.
Una vez que el maiz se encuentra acondicionado se alimenta a la celda de
calentamiento y se aplica corriente eléctrica, generando calor que cocina el
alimento obteniéndose una masa que posteriormente sera secada y molida

para conseguir una harina nixtamalizada (Ménera-L6pez et al., 2013).
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Figura 5. Esquema basico del equipo de calentamiento 6hmico para
aplicaciones alimentarias (Koubaa et al., 2016b).

Se ha reportado que, para nixtamalizar maiz, existen algunos parametros
fisicoquimicos del alimento que deben tomarse en cuenta como el tamafio de
particula, el pH, la capacidad de absorcién de agua (CAAS), la viscosidad y la

textura ( Bello-Pérez et al., 2002; Quintanar Guzman et al., 2009).

Algunos autores han evaluado parametros fisicoquimicos y reoldgicos de esta
tecnologia, comparandola con el proceso tradicional de nixtamalizacion (HNT).
Como resultado, se obtuvieron tortillas hechas con harinas nixtamalizadas por
calentamiento 6hmico (HNCO) con caracteristicas similares a las hechas con
HNT, pero con mayor humedad lo cual contribuyé con una textura mas suave
y mayor rendimiento. Ademas, el contenido de proteinas, fibra y calcio fue
superior en la HNCO, por lo que se puede considerar que esta tecnologia
emergente es una alternativa para llevar a cabo la nixtamalizacion incluso de
manera industrial (Gaytan-Martinez et al., 2012) descartando el problema de
contaminacion provocado al desechar el nejayote (Escalante-Aburto et al.,
2019).
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Cota-Lopez (2017) realizdé un estudio donde evalu6 la biodisponibilidad de
proteinas de tortillas hechas con HNT, HNCO, harina comercial (HC) y de maiz
crudo (MC) utilizando ratas Wistar para cuantificar la ganancia de peso, el
coeficiente de eficiencia alimentaria (CEA), y la relacion de eficiencia proteica
(PER).

La ganancia de peso total fue mayor en las dietas de tortillas hechas de HNCO
(22.82 g) en comparacion con las hechas con HNT (15.94 g) y el MC (1.04 g)
debido a la baja disponibilidad de algunos aminoacidos como lisina y triptéfano
en el MC.

En cuanto al CEA, que mide el aumento de peso corporal por gramo de peso
consumido, no se encontraron diferencias significativas entre las tortillas
hechas con HNT (0.07) y HNCO (0.09). En cambio, el CEA del MC fue

significativamente menor (0.004).

Por ultimo, para el caso de la PER, que mide la calidad nutricional de una
proteina, el valor méas alto obtenido fue de la dieta de tortillas hechas de HNCO
(1.74), seguido de las hechas por HNT (1.2) y finalmente el MC (0.07).

Estos resultados demuestran el efecto positivo de la nixtamalizacién por medio

de CO sobre la biodisponibilidad de proteinas de harinas de maiz.

A pesar de las mejoras encontradas en este proceso, aun no se tiene
conocimiento sobre el efecto de esta tecnologia en las proteinas, lo cual podria

contribuir con el aumento de la digestibilidad en las proteinas de sorgo.

3. HIPOTESIS

Las condiciones optimas de nixtamalizacion de sorgo usando calentamiento
o6hmico, permitirdn la obtencién de harinas con las caracteristicas fisico-
guimicas adecuadas para la elaboracién de tortillas, asi como una mayor

bioaccesibilidad proteica.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar la bioaccesibilidad in vitro de proteinas de tortillas obtenidas a partir

de harinas de sorgo, nixtamalizadas por calentamiento 6hmico.
4.2 Objetivos especificos

e Optimizar las condiciones de procesamiento para la obtencion de
harinas nixtamalizadas de sorgo usando calentamiento 6hmico.

e Comparar los pardmetros de calidad de las harinas y tortillas
nixtamalizadas por calentamiento 6hmico, con los de las harinas y
tortillas nixtamalizada por el proceso tradicional.

e Caracterizar nutricional y nutracéuticamente las harinas nixtamalizadas
por calentamiento 6hmico y por nixtamalizacion tradicional.

e Evaluar y comparar la bioaccesibilidad proteica in vitro de las tortillas
obtenidas de harina nixtamalizada por calentamiento éhmico y las
obtenidas de harina nixtamalizada por el proceso tradicional.

5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Materia prima

Se utilizé sorgo (Shorgum bicolor L. Moench) de siete variedades diferentes,
cinco rojas (8133, 81967, 82934, 82993, 85p20) y dos variedades blancas
(82w21 y Paloma), asi como hidréxido de calcio (Ca(OH)2) grado alimenticio.

5.2 Metodologia general

Con cada variedad de sorgo se elaboraron harinas y tortillas nixtamalizadas
de manera tradicional, seleccionando las variedades que tuvieron la mejor
calidad tortillera y el mayor rendimiento. Con las variedades seleccionadas se
elaboraron harinas vy tortillas nixtamalizadas por calentamiento 6hmico y con

estas se seleccion6 la variedad y las condiciones de calentamiento que
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permitieran tener la tortilla con mayor calidad tortillera. A las tortillas
seleccionadas de ambos tratamientos de nixtamalizacion, asi como a la harina
cruda se les evaluaron parametros proximales y nutracéuticos lo que indico su

potencial como ingrediente alternativo al maiz para la elaboracién de tortillas.
5.3 Preparacion de la materia prima

El sorgo se lavo realizando tres enjuagues con agua limpia para retirar el
tratamiento quimico e impurezas. Una vez limpio se extendio en charolas y se

dej6 secar durante 24 horas en un lugar fresco y seco.
5.4 Obtencion de harina nixtamalizada por proceso tradicional

El sorgo se nixtamalizé en una vaporera a ebulliciéon (94°C) durante 30 minutos
utilizando 3 L de agua/ kg de sorgo y 1.3% de Ca(OH)2, después de lo cual se
dej6 reposar 12 horas a temperatura ambiente (Gaytan-Martinez et al., 2017).

Pasadas el tiempo de reposo, se decantd el nejayote y se tomd una muestra
de éste a la que se le midio el pH y contenido de soélidos (Sanchez-Nufez,
2014) y el sorgo se enjuagoé con agua limpia agitdndolo para eliminar el exceso
de Ca(OH)2y se molié con un molino de disco (Nixtamatic) para disminuir el

tamafio de particula.

Posteriormente el sorgo nixtamalizado se deshidraté utilizando un
deshidratador convectivo (Excalibur), se pas6 por un molino de café (Hamilton
Beach) y se tamiz6 usando una malla no. 60. Las muestras se almacenaron
en bolsas de plastico protegidas de la luz a 4°C hasta su posterior uso (Gaytan-
Martinez et al., 2017).

5.5 Obtencion de harinas nixtamalizada por calentamiento 6hmico

Los granos de sorgo enteros y limpios se molieron usando un molino de disco
para molienda seca (Nixtamatic) para disminuir el tamafio de particula. El
sorgo molido se acondicioné a 50% de humedad, utilizando una solucién al
0.3% de Ca(OH)2 a 50°C durante 10 minutos. (Kitchen Aid, St Joseph,
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Michigan, USA). La coccidn se realiz6 utilizando un cocedor 6hmico tipo batch
con 200 g de capacidad, equipado con dos electrodos de acero inoxidable en
los extremos del sistema, con cuerpos y tapas aislantes (Figura 6). Para
encontrar las mejores condiciones de proceso, se realizé un disefo factorial
2x2 cuyas variables independientes fueron voltaje (110 y 120 V) y temperatura
(85y 90°C).

Finalmente, las masas cocidas se secaron en un deshidratador convectivo
(Excalibur) a 60°C, se molieron en un molino de disco para molienda seca
(Nixtamatic), se tamizaron en malla no. 60 y se almacenaron en bolsas de

plastico a 4°C hasta su posterior caracterizacion.

Figura 6. Cocedor Ohmico tipo batch.

5.6 Caracterizacibn de masas obtenidas por método tradicional y por

calentamiento 6hmico
5.6.1 Capacidad de absorcién de agua subjetiva (CAAS)

Se determind de acuerdo con la metodologia descrita por Aranbula-Villa et al.,
(2001). Se pesaron 250 g de harina y se adicion0 agua con una bureta hasta
obtener una masa. Los litros de agua utilizados por kilogramo de harina se

reportaron como la CAAS.
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5.6.2 Rendimiento de la masa

Se obtuvo segun el método descrito por Mauricio et al., (2004). Se realizé una
sumatoria del valor de CAAS, mas una unidad del mismo y se reporté como

kg de masa/ kg de harina.

5.7 Elaboracion de tortillas obtenidas por el proceso tradicional y el proceso de

calentamiento 6hmico

Con la masa obtenida de cada harina se elaboraron tortillas con un tamafio de
diametro de 12.5 cm y 1.2 mm de grosor. Se cocieron en un comal a 270°C
durante 17 segundos en la primera cara, posteriormente se voltearon y se
cocieron 50 segundos y finalmente se regresaron a la primera cara donde
nuevamente se cocieron por 17 segundos. Se elaboraron 3 tortillas por cada

tratamiento (Gaytan-Martinez et al., 2012).
5.7.1 Pérdida de peso de tortillas

Se determind segun lo reportado por Ardmbula et al. (1999). Se peso la tortilla

antes y después de cocerse y se calculé de acuerdo con la siguiente formula:

(PTcruda — PTcocida) * 100

%PP =
% PT cruda

Donde:

PTcruda = peso de la tortilla cruda
PTcocida = peso de la tortilla cocida
5.7.2 Rendimiento de la tortilla

Se determin6 de acuerdo con la metodologia reportada por Arambula et al.
(1999). El rendimiento se evaluo en funcion al rendimiento de masa y a la

CAAS. Para lo cual se usé la siguiente formula:

24



B PT cruda

RT = ——
PT cocida *

5.8 Seleccion de tortillas

Con los resultados obtenidos de la caracterizacion de masa y tortilla se
selecciono la tortilla nixtamalizada tradicionalmente, y la nixtamalizada por
O0hmico, que mostré el mayor rendimiento y las mejores caracteristicas de

calidad tortillera observadas al momento de su elaboracion.
5.9 Caracterizacion proximal

Se determind la composicion proximal de las muestras de tortilla nixtamalizada
tradicionalmente, asi como la nixtamalizada por calentamiento 6hmico
seleccionada y sus correspondientes harinas, mediante la metodologia de la
AOAC (2002).

5.9.1 Humedad

Se determind mediante la técnica 925.23 (AOAC, 2002). Se pesaron 3 g de
muestra en un crisol o charola de aluminio previamente puesta a peso
constante y se registré el peso del crisol y de la muestra, posteriormente se
coloco la muestra en la estufa a 135°C durante 3 a 4 horas y pasado este
tiempo se dejo enfriar en un desecador. Una vez enfriada la muestra con la
charola se pes6 y se calculé el porcentaje de humedad por medio de la

siguiente formula:

Mh — Ms
% Humedad = M—0x100

Donde:
Mh = Peso del crisol con muestra himeda

Ms = Peso del crisol con muestra seca
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Mo = Peso de la muestra himeda
5.9.2 Grasa

El contenido de grasa o extracto etéreo se midio por la técnica 920.39 (AOAC,
2002). Se pesaron 2 g de muestra en un papel filtro el cual se cerrd y coloco
dentro de un cartucho para Soxhlet con un tapon de algodén, todo previamente
colocado a peso constante. Se pes6 un vaso para Goldfish también puesto a
peso constante y se le afiadieron aproximadamente 100 mL de éter de
petréleo, después este se colocd en un soporte debajo de un condensador y
se calentd hasta ebullicion manteniendo una constante evaporacion y
condensacion durante 3 a 4 horas. Transcurrido este tiempo, se retird el vaso
del equipo, se evaporo el éter de petrdleo y se coloco el vaso a peso constante
por medio de la estufa registrando el peso final. El porcentaje de grasa se

obtuvo mediante la siguiente formula:

pr. Y100

% Extracto etéreo =

Donde:
B= Peso del vaso con grasa (Q)
A= Peso del vaso a peso constante (Q)

P.M.= Peso de la muestra
5.9.3 Proteina

Se obtuvo a traves del método 920.105 (Kjeldhal, AOAC, 2002). Se pesaron
0.5 g de muestra en un matraz de digestién y se adicioné un catalizador de
sulfato de sodio y sulfato de cobre y 10 mL de acido sulftrico. Posteriormente
las muestras se sometieron a una digestion a 400°C durante 4 horas. Pasada
la digestion las muestras se dejaron enfriar y se adiciono agua destilada e
hidroxido de sodio al 40% y se realizd una destilacion, la cual se recogié en un
matraz Erlenmeyer con 25 mL de acido bérico al 4% y unas gotas de indicador

rojo de metilo y verde de bromocresol. Finalmente se tituld6 con acido
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clorhidrico 0.1 N hasta el vire de color violeta. Con el volumen de &acido
clorhidrico gastado se obtuvo el contenido de nitrégeno total y de proteina por

medio de la siguiente formula:

% Nitrégeno = (A-B) x C x D x 100
% Proteina = % Nitrégeno x Factor (6.25)

Donde:

A= mL de solucion gastados en la muestra problema
B= mL de solucion gastados del blanco

C=meq N2 0.014

D= Normalidad del &cido

M= Peso de la muestra
5.9.4 Cenizas

El contenido de cenizas se obtuvo realizando la técnica 945.46 (AOAC, 2002).
Se pesaron 3 g de muestra en un crisol previamente puesto a peso constante,
posteriormente se colocé la muestra en la mufla a 550-5560°C durante 5 horas
hasta calcinarla por completo y una vez pasado este tiempo se saco de la
mufla y se dejo enfriar en un desecador. Finalmente se peso6 la muestra y se

calcul6 el contenido de cenizas por medio de la siguiente férmula:

Peso de las cenizas

% Cenizas = x1005.9.5 Carbohidratos

Peso de la muestra

El contenido de carbohidratos de obtuvo por diferencia.

5.10 Caracterizacidon nutracéutica de harinas
5.10.1 Extracto metandlico (compuestos fendlicos libres)

Se realiz6 de acuerdo con la metodologia de Cardador-Martinez et al., (2002).
Se pes 1 g de harina a la cual se le adicionaron 10 mL de metanol,

posteriormente se tapo con aluminio para proteger de la luz y se mantuvo en
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agitacion constante durante 24 horas. Pasado este tiempo se centrifugo a 984 x
g durante 10 minutos y se guardd el precipitado y el sobrenadante en
diferentes tubos.

4.10.2 Cuantificacion de fenoles totales

Se realizd6 de acuerdo con la metodologia de Singleton y Rossi, (1965). Se
mezclaron 40 pl de extracto metandlico con 460 ul de agua y reactivo de Folin-
Ciocalteu (1:10). Posteriormente se neutralizé con carbonato de sodio al 7%y
se dejé en reposo durante 2 horas en oscuridad. La absorbancia se midi6 a
760 nm en un espectrofotdmetro UV-Vis y se realizé una curva de calibracion
de acido gélico para medir el total de fenoles, los cuales se expresaron como

mg EAG /g de muestra.

5.10.3 Cuantificacion de flavonoides totales

Se realiz6 utilizando el método de Oomah et al. (2005). Se colocaran 50 pL
del extracto metanolico en una microplaca y posteriormente 180 uL de metanol
y 20 pL de 2-aminoetildifenilborato al 1% en metanol, se mezclara bien y se
determinara su absorbancia a 404nm. La concentracion de flavonoides se
determiné mediante una curva de calibracién de 0 a 50 pl/ mL. Los resultados

se expresaron como mg equivalentes de rutina /g de muestra.

5.10.4 Cuantificacion de compuestos fendlicos por HPLC-DAD

Se realizé una identificacion y cuantificacién de compuestos fendlicos libresde
acuerdo con la metodologia utilizada por Ramirez-Jiménez et al. (2014). Se
utilizé un sistema de cromatografia de liquidos de alto rendimiento acoplado a
un detector de matriz de diodos (HPLC-DAD). El equipo utilizado de HPLC
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE. UU.) tenia una columna Zorbax
Eclipse XDB-C18 (Agilent Technologies; 4.6 mm x 250 mm, 5 ym de tamafo
de particula de grano), la cual se controldé termostaticamente (35 = 0.6°C),

manteniendo un caudal de 1 mL/min. Para la fase movil se utilizaron dos
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disolventes: disolvente A (agua acidificada: acido acético 0.1 %) y disolvente
B (100 % acetonitrilo). Los &cidos fendlicos se midieron a 280 nm vy los
flavonoides a 320 nm, y el volumen de inyeccion utilizado fue de 20 uL. Se
utilizaron estdndares comerciales para los acidos cafeico, elagico, galico,
clorogénico, ferulico, hidroxifenilacético, hidroxibenzoico, catequina, galato de
epigalocatequina, epicatequina y quercetina para la cuantificacion de

compuestos fendlicos.5.10.5 Capacidad antioxidante por el método ABTS

Se realiz6 siguiendo la metodologia reportada por Nenadis et al., (2004) con
algunas modificaciones. Se mezclaron 5 mL de una solucion de ABTS 7 mM y
88 ul de persulfato de potasio (K2S20s) 140 mM y se expusieron a la luz
durante 12 horas para generar radicales. Pasado este tiempo se mezclaron
500 pl de la solucion anterior con 25 mL de etanol y se medié la absorbancia
a 734 nm para asegurarse que se encuentrara entre 0.7 y 1. Posteriormente
se colocaron 20 pl en una microplaca de 96 pozos junto con el blanco (metanol)
y 0.23 mL de solucion ABTS y se leyo la absorbancia en un espectrofotometro
UV-Vis a 734 nm. Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicién

y se calcularon por medio de la siguiente formula:

(1 — Amuestra) * 100

% Inhibicion = Acontrol

Dénde:

Amuestra = absorbancia de la muestra a 734 nm

Acontrol = absorbancia del control a 734 nm
5.10.6 Capacidad antioxidante por el método DPPH

Se realizé de acuerdo con la metodologia de Fukumoto y Mazza (2000). En
una placa de 96 pozos se agregaron 22 uL de extracto metanolico y 200 L de

soluciéon DPPH 150 uM. La placa se dejo en oscuridad a temperatura ambiente
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(~22 ° C). Se leyo la absorbancia a 520 nm a los 0 4, 10, 30, 60 y 90 minutos.

El porcentaje de inhibicion DPPH se calcul6 por medio de la siguiente formula:

(1 — Amuestra) * 100
Acontrol

% Inhibicion =

Donde:
Amuestra = absorbancia de la muestra a 520 nm

Acontrol = absorbancia de control (ausencia de antioxidante)

5.11 Cuantificacion de compuestos antinutricios

5.11.1 Cuantificacion de taninos condensados (CT)

Se realiz6 de acuerdo con método descrito por Feregrino-Pérez et al. (2008).
Se colocaron 50 pl de extracto metandlico en una placa de 96 pozos y se
mezclaron con 200 pl de vainillina acidificada (5 g/L de vainillina'y 47.2 g/L de
HCI en metanol). Se midi6 la absorbancia a 492 nm y se reporté como mg (+)
— equivalentes de (+)-catequina/ g de muestra (mg EC/ g). Ademas, se utilizd
un blanco que contenia los mismos reactivos a excepcion de la vainillina y se
sometié a las mismas condiciones.a excepcién de la vainillina y se someti6 a

las mismas condiciones.

5.12 Digestion gastrointestinal in vitro de proteinas presentes en tortillas

nixtamalizadas de sorgo por CO y proceso tradicional

Para conocer el proceso que las muestras sufren durante la digestion
gastrointestinal, asi como para evaluar la bioaccesibilidad, se simul6 una
digestién gastrointestinal humana utilizando como muestras las tortillas
seleccionadas de los tratamientos de nixtamalizacion tradicional (Variedad
82w21) y nixtamalizacion por CO (Variedad 82w21 120 V, 85°C) de acuerdo
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con procedimiento reportado por (Vega-Rojas et al., 2021). Se reclutaron
cuatro voluntarios sanos que previamente firmaron un consentimiento
informado (Anexo lll) para participar en el estudio y ellos debieron consumir su
altima comida al menos 90 minutos antes de iniciada la evaluacion.
Posteriormente, para la simulacion de la fase oral, cada participante mastic 1
g de muestra durante 15 veces por 15 segundos, mismas que se recolectaron
en un vaso de precipitado al que se afiadieron 6 mL de agua destilada. Las
muestras se incubaron en un bafio de agua oscilante a 37 °C y 80 ciclos/
minuto durante 10 minutos. Para simular la fase gastrica se tomé una alicuota
de 10 mL de la digestién oral y se ajustd a pH 2 con acido clorhidrico 0.5 N, se
adicion6 pepsina (0.055 g en 0.94 mL de HCI 20 mM) y se incub6 a 37 °C
durante 2 horas. Para la fase intestinal, se prepar6 una solucion intestinal
artificial con 5 mL de solucién amortiguadora de Krebs-Ringer (pH 6.8) bajo
condiciones anaerobicas (NaCl 118 mM, 4.7 KCI, MgSOa4 1.2 mM, KH2PO4 1.2
mM, NaHCO3 25 mM, glucosa 11 mM y CaClz 2.5 mM) y se adicionaron 3 mg
de bilis bovina y 2.6 mg de pancreatina. Posteriormente las muestras de la
digestion gastrica se colocaron en un tubo de ensayo con un saco intestinal
invertido de rata Wistar macho (250-300 g, 6-8 semanas de edad, n = 3 para
cada procedimiento de digestion). Para este procedimiento las ratas Wistar se
obtuvieron del bioterio del del Bioterio de la Universidad Nacional Autdnoma
de México (Campus Juriquilla, Querétaro, México) y se mantuvieron en
condiciones adecuadas de humedad, temperatura y ciclos de dia/noche de
12/12 horas, bajo condiciones de limpieza y ventilacién aceptables de acuerdo
con la NOM-062-ZO0-1999. Ademas, previo al sacrificio, las ratas se
mantuvieron en ayuno durante 16 horas con agua ad libitum y se anestesiaron
con pentobarbital sédico (60 mg/kg) inyectado por via intraperitoneal. El
intestino fue expuesto por una incision abdominal en la linea media y se extirp6
un segmento de 20-25 cm del yeyuno proximal de la rata y se colocé en el
amortiguador de Krebs-Ringer a 37°C, donde se lavo con la misma solucion y

se volte6 sobre una varilla de vidrio y se atd0 de un extremo. Los sacos
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intestinales se incubaron durante 30, 60 y 90 minutos en un bafio de agua
oscilante a 37°C y 80 ciclos/minuto. Pasado este tiempo, se retiraron y se tomo
el precipitado restante del tubo el cual se clasificé como la fraccion no digerible
(FND) y la fraccion dentro del saco intestinal como la fraccion digerible (FD),
las cuales se utilizaron para determinar la bioaccesibilidad de cada muestra.
Los experimentos se realizaron por triplicado y se utilizé un blanco con agua
destilada en lugar de la muestra, el cual se traté bajo las mismas condiciones
de digestion. Los restos de los animales se manejaron de acuerdo con la NOM-
087-ECOL-SSA1-2002. El procedimiento fue aprobado por el comité de
bioética de la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro
con no. de oficio. CBQ20/055.

5.12.1 Contenido de proteinas

La concentracion de proteina se determind utilizando el kit de ensayo del acido
bicinconinico (BCA) para cada una de las fracciones obtenidas. Las muestras
se centrifugaron (984x g,10 min, 4 °C) y se filtraron (0.22 ym) y posteriormente
se mezclaron con la solucién de BCA (25 uyL de muestra por 200 uL de
solucion) y se leyo la absorbancia a 562 nm. Se realiz6 una curva estandar de
albumina de suero bovino (BSA) para expresar la cantidad total de proteina

como mg equivalentes de BSA por gramo de muestra.
5.12.2 Medicién de bioaccesibilidad

Se calculé el porcentaje de bioaccesibilidad de las proteinas durante la
digestién gastrointestinal in vitro mediante la siguiente féormula (D’Antuono et
al., 2015):

Cf
%Bioaccesibilidad = co x 100

Donde:
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Co = concentracion inicial de proteinas en una determinada etapa de

digestién in vitro
Ct = concentracion final de proteinas en la misma etapa.
5.13 Disefio experimental y analisis estadistico

Para seleccionar el mejor tratamiento de calentamiento éhmico se realizé un
disefio factorial 2x2 cuyas variables independientes fueron voltaje (110 y 120
V) y temperatura (85 y 90°C), considerando la tortilla que permitié obtener la

mejor calidad tortillera y que tuvo el mayor rendimiento.

Para la seleccion de la tortilla nixtamalizada tradicionalmente, el analisis
nutricional y nutracéutico, asi como la digestion in vitro se realiz6 mediante un
analisis de varianza (ANOVA) asi como una comparacion de medias por el
método de Tukey, utilizando en la digestion los datos de bioaccesibilidad de
proteinas (%) y tiempo de digestion (min).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Evaluacion fisicoquimica de harinas vy tortillas nixtamalizadas
tradicionalmente

En la Tabla 2 se muestran los resultados de la evaluacion fisicoquimica de las
harinas, masas y tortillas de sorgo nixtamalizadas tradicionalmente. Estas
propiedades son importantes ya que de estas depende el uso alimentario al
que se destine la harina y en este caso es de interés conocer si esta tiene o

no la calidad apropiada para la elaboracion de tortillas.

Tabla 2. Evaluacion fisicoquimica de harina y tortilla nixtamalizada
tradicionalmente

Color de CAAS PP RT
Variedad (ml agua/ (kg tortilla/
sorgo . (%)
g harina) kg masa)
Rojo 8133 1.70 21.17 +1.872% 2.13 £ 0.052
Rojo 81967 1.50 19.88 + 6.69° 2.00 £ 0.17%
Rojo 82934 1.94 27.11 + 0.9920 2.14 +0.032
Rojo 820993 1.40 24.40 + 1.223 1.81 + 0.03¢
Blanco 82w21 1.65 22.17 + 0.092%° 2.06 + 0.00%
Rojo 85p20 1.40 30.89 + 1.052 1.66 £ 0.03¢
Blanco Paloma 1.40 21.94 + 0.262° 1.87 + 0.013¢

Se muestra la media + desviacion estandar de dos replicas. Letras diferentes en
una misma columna indican diferencias estadisticas (p<0.05) por la prueba Tukey-
Kramer. CAAS: Capacidad de absorcion de agua subjetiva; PP: pérdida de peso;

RT: Rendimiento de tortilla.

Entre estas propiedades, la capacidad de absorcion de agua subjetiva (CAAS),

muestra la cantidad de agua que la harina puede absorber para obtener una

34



masa y esta directamente relacionada con su rendimiento, puesto que entre

mas agua absorbe, mayor sera la cantidad obtenida.

La CAAS se encontrd en un rango entre 1.40 y 1.94 ml agua/ g de harina,
donde la variedad 82934 mostré la mayor absorcién (1.94 ml agua/ g harina),
seguida de 8133, 82w21 y 81967 (1.70, 1.65 y 1.50 ml/ g, respectivamente),
mientras que la menor absorcion se encontré en 82g93, 85p20 y Paloma (1.40

ml agua/ g harina).

En estudios realizados en maiz, se han reportado valores de CAAS de 1.01 a
1.27 ml de agua/ g de harina (Gaytan-Martinez et al., 2013), los cuales son
menores a los encontrados en el presente estudio. Las diferencias se atribuyen
a que se esta utilizando una matriz alimentaria diferente y posiblemente el
sorgo presente un menor contenido de endospermo duro en comparacion con
el maiz, ya que se ha reportado que los granos que tienen una mayor dureza
de endospermo se encuentran mas compactos y esto impide la absorcion de

agua (Bressani, 2008).

En harina de sorgo nixtamalizada, Boniface y Gladys (2011) reportaron un
valor de CAAS de 4.54 ml de agua/ g de harina. Durante la nixtamalizacion,
los autores utilizaron 400 g de sorgo por cada 2 L de agua y el grano se dej6
reposar durante 24 h. Los resultados encontrados en el presente estudio, son
considerablemente mas bajos, lo cual puede atribuirse a las diferencias en las
condiciones de nixtamalizacién, ya que en este caso se utiliz6 menor cantidad
de agua y el tiempo de remojo también fue menor; asi mismo, pueden existir
variaciones en el método empleado para calcular este valor y las variedades

de sorgo empleadas.

La pérdida de peso (PP) nos indica la cantidad de agua que se evapora
durante la coccion de la tortilla, especialmente durante el inflado, provocando
una disminucion en su peso. Este parametro se encontr6 entre 19.88 y 30.89%

donde se observa que la variedad 81967 fue la que tuvo el menor porcentaje
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de PP (19.88%), sin embargo, este valor no fue estadisticamente diferente a
lo encontrado en las demas variedades, con excepcion de 85p20, la cual

mostro el mayor porcentaje de PP (30.89%).

En estudios anteriores realizados en tortillas de maiz, Gaytan-Martinez et al.,
(2012) reportaron una pérdida de peso (PP) de 19.66%, mientras que Méndez-
Albores et al., (2012) reportaron valores entre 18.64 y 21.60%. Ademas, se ha
reportado que la pérdida de peso ideal durante la elaboracion de tortillas debe
de encontrarse alrededor del 16%, y una baja pérdida de peso, ayuda a
obtener una tortilla con textura mas agradable, mas flexible y mas suave al
momento de recalentarse (Gaytan-Martinez et al., 2013). En este estudio todas
las variedades mostraron valores mas altos de PP que lo previamente

reportado, y la variedad que mas cercana estuvo al 16% fue la 81g67.

La pérdida de peso, es una caracteristica relacionada con la humedad de las
masas, la temperatura del comal y el tiempo de coccion de la tortilla (Gaytan-
Martinez et al., 2012) e influye directamente en el rendimiento de tortilla, ya
gue no solo es necesario que la masa tenga una alta CAAS, sino que esta

debe de ser capaz de mantener la humedad en la tortilla durante el cocimiento.

Esto, a su vez, esta relacionado con la cantidad de pericarpio que se mantiene
después de la nixtamalizacion y el lavado, ya que esta parte del grano permite
la retencion de agua debido a que las condiciones alcalinas del proceso
provocan una hidrdlisis de la hemicelulosa, la cual acta como una goma, por
lo que la alta PP encontrada en este estudio puede deberse a que se haya
perdido una cantidad considerable de esta parte del grano (Gaytan-Martinez
et al., 2012; Méndez-Albores et al., 2012).

Finalmente, el rendimiento de tortilla (RT) indica los kilogramos de tortilla que
se producen por cada kilogramo de masa, y en el caso de la produccién de
tortillas se desea que este valor sea lo mas alto posible (Andrio et al., 2011).

Este parametro se encontré en un rango de 1.66 =+ 0.03 a 2.14 + 0.03 kg de

36



tortilla/ kg masa. El mayor rendimiento se encontro en la variedad 82934, pero
este valor no mostré diferencias estadisticas con ninguna variedad con
excepcion de 82993 (1.81 kg/kg) y 85p20 (1.66 kg/kg).

Estos valores son mas altos que los reportados en tortillas de maiz por Salinas-
Moreno y Aguilar-Modesto, (2010) quienes calcularon rendimientos entre 1.48
y 1.52 kg tortilla/ kg masa, asi como los reportados por Gaytan-Martinez et al.,
(2013) de 1.59-1.69 kg tortilla/ kg masa. Los mayores resultados encontrados
en el sorgo se atribuyen a la alta CAAS que tuvieron todas las variedades de
sorgo, en comparacion con las variedades de maiz usadas en los estudios

mencionados.

Con los resultados obtenidos de la evaluacion fisicoquimica, se seleccionaron
las variedades con las mejores caracteristicas para elaborar tortillas. Gaytan-
Martinez et al., (2013) mencionan que los parametros deseables para las
harinas nixtamalizadas destinadas a la industria de la masa y la tortilla (IMT)
no estadn completamente definidos, sin embargo, es preferible que el grano
utilizado tenga una dureza intermedia a suave, una alta CAAS, una baja
pérdida de peso (alrededor del 16%) y un rendimiento de tortilla alto; Vazquez-
Carrillo et al., (2015) mencionan que el RT deseable para la IMT debe ser
mayor a 1.5 kg tortilla/ kg masa; mientras que Topete-Betancourt et al. (2020)
mencionan que una masa con buenas caracteristicas de textura, tiene la
fuerza adhesiva apta para que la tortilla pueda enrollarse, asi como separarse

en laminas, lo cual es muy importante en la fabricacion de tortillas.

Tomando en cuenta lo anterior, todas las variedades mostraron rendimientos
de tortilla adecuados, pero no todas mostraron caracteristicas deseables para

la elaboracién de tortillas.

En la Figura 7 se muestran las fotografias de las tortillas obtenidas de cada
variedad de sorgo. La variedad 82934 obtuvo la mayor CAAS y RT, sin

embargo, como se menciono anteriormente, la tortilla se rompia al momento
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de la coccidn, por lo que no se consider6 apta. Por el contrario, la variedad
85p20 mostré el menor RT debido a que fue la variedad con menor CAAS y
mayor PP, observandose, ademas, que la masa obtenida era demasiado
granulosa, no se observaba cohesidon y se rompia con facilidad, por lo que
también se descartd su uso. Al igual que esta variedad, Paloma y 82g93
mostraron los menores valores de CAAS y la masa de 82993 se desbarataba.
En cambio, las variedades 81967, 8133 y 82w21 mostraron caracteristicas de
textura agradables, ya que la masa obtenida, era suave, flexible y se podia
enrollar, por lo que se consideran aptas para elaborar tortillas. De estas tres
variedades la variedad roja 8133 y la blanca 82w21 fueron las que mostraron
la mayor CAAS y RT por los que fueron seleccionadas para las pruebas de

nixtamalizacion por calentamiento 6hmico.

Figura 7. Tortillas de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) nixtamalizadas
tradicionalmente
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6. 2 Evaluacion fisicoquimica de harinas y tortillas nixtamalizadas por

calentamiento 6hmico

La Tabla 3 muestra los resultados de la evaluacion fisicoquimica de las
harinas, masas y tortillas nixtamalizadas por calentamiento 6hmico (CO), las
cuales fueron procesadas a 50% de humedad, utilizando dos voltajes (110 y
120 V) y dos temperaturas (85 y 90°C).

Tabla 3. Variables de calidad de harina y tortilla nixtamalizada por
calentamiento 6hmico

Variedad V T CAAS PP RT

V) (°C) (mL agua/ (%) (kg tortilla/
g harina) kg masa)

110 85 1.09 + 0.042 2245 +1.542 1.62 +0.062
8133 110 90 1.18 + 0.142 17.37 £0.04> 1.80+0.122
(Roja) 120 85 1.20 £ 0.002 20.67 +3.49%® 1.75+0.082
120 90 1.20+0.122 20.49 £0.38%* 1.75+0.102
110 85 1.13 + 0.00° 22.24 +4.832 1.66 +0.102
82w21 110 90 1.18 + 0.04% 19.70 £ 4.28% 1.75+0.082
(Blanca) 120 85 1.29 £ 0.082 20.77 £1.162 1.81+0.08%
120 90 1.09 + 0.04° 16.05+0.352 1.75+0.032

Se muestra la media + desviacion estandar de dos replicas. Letras diferentes en una
misma columna indican diferencias estadisticas entre tratamientos (p<0.05) por la
prueba de Tukey-Kramer. V: voltaje; T: temperatura; CAAS: Capacidad de absorcién
de agua subjetiva; PP: pérdida de peso; RT: Rendimiento de tortilla.

La CAAS se encontré entre 1.09 y 1.20 ml agua/ g harina para la variedad roja
8133, donde no se observan diferencias significativas entre tratamientos,
mientras que en la variedad blanca 82w21 se encontro entre 1.09 y 1.29 m|
agua/ g harina encontrando el valor mas alto en el tratamiento de 120 V y 85°C.

Estos valores son menores a los calculados para estas mismas variedades
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nixtamalizadas de manera tradicional (1.70 ml/g para 8133 y 1.65 ml/g para
82w21), sin embargo, son parecidos a los reportados por Gaytan-Martinez et
al., (2012), quienes llevaron a cabo una nixtamalizacion por calentamiento
ohmico en harinas de maiz bajo condiciones similares de humedad y
temperatura (45 y 52.5% de humedad y 80 y 90°C) reportando valores entre
1.20 y 1.30 ml agua/ g harina. Estos autores, mencionan, que la temperatura
aplicada en el CO es un factor que influye en la capacidad de absorcion de
agua puesto que conforme se aplicé una mayor temperatura, la absorcion de
agua fue mayor, esto se debe a los cambios generados en el almidén ya que
las altas temperaturas aceleran la absorcion de agua al inducir la gelatinizacion

del granulo el cual pierde su estructura y forma un gel.

En el caso del sorgo, se observa que de igual manera existe una mayor
absorcién de agua conforme aumenta la temperatura y el voltaje, sin embargo,
en la variedad 8133 estos cambios no son lo suficientemente grandes para
detectar diferencias significativas entre tratamientos, mientras que en 82w21
se observa que el valor mas alto se encontré utilizando 120 V y 85°C y el mas
bajo utilizando 120 V y 90°C.

La pérdida de peso se encontr entre 17.37%y 22.45% para la variedad 8133,
donde la mayor PP se observo en el tratamiento a 110 V y 85°C y la menor
utilizando 110 V y 90°C, mientras que para 82w21 la PP se encontrd entre
16.05y 22.25% y no existieron diferencias entre tratamientos. En comparacion
con los valores obtenidos en la nixtamalizacion tradicional (21.17% para 8133
y 22.17% para 82w21), la PP fue menor en todos los tratamientos de CO, con
excepcion del tratamiento de 110 V y 85°C para ambas variedades, lo que se
considera benéfico ya que al existir una menor PP se obtiene una tortilla mas
suave Yy flexible y con mayor rendimiento. Esta disminucion en la PP puede
deberse a que las condiciones de voltaje y temperaturas aplicadas hayan
logrado hidrolizar la hemicelulosa del pericarpio y por lo tanto se haya retenido

mas agua (Gaytan-Martinez et al., 2012).
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Estos valores son similares a los reportados por Gaytan-Martinez et at., (2012)
en maiz nixtamalizado por CO a 45 y 52.5% de humedad y 80 y 90°C cuyos

tratamientos mostraron una pérdida de peso entre 19.21 y 21.29%.

Por ultimo, el rendimiento de tortilla se encontr6 entre 1.62 al 1.81 kg de tortilla/
kg de masa, el cual nuevamente es menor al encontrado en estas mismas
variedades nixtamalizadas tradicionalmente (2.13 kg/kg para 8133y 2.06 kg/kg
para 82w21) debido a que existi6 una menor CAAS. No obstante, los
resultados son similares a los reportados por (Gaytan-Martinez et al., 2012) en
harinas de maiz nixtamalizadas por calentamiento 6hmico, quienes reportan
rangos entre 1.74 y 1.86 y entre 1.77 y 1.87 kg/kg, ademas, los valores
encontrados en todos los tratamientos son mayores de 1.5 kg tortilla/ kg masa,
por lo que se consideran rendimientos aceptables (Vazquez-Carrillo et al.,
2015).

Debido a que no existieron diferencias significativas entre los resultados de
cada tratamiento, para seleccionar la variedad y las condiciones de
calentamiento 6hmico se tomé en cuenta el resultado de rendimiento de tortilla,
asi como las caracteristicas observadas al momento de su elaboracion. El
mayor rendimiento (1.81 kg tortilla/ kg masa) se observé en la variedad blanca
82w21 bajo las condiciones de 120 V y 85°C, ademas esta tortilla mostré la
mayor CAAS de todas, y la textura se consideré adecuada ya que la tortilla era
flexible y tenia la capacidad de enrollarse, por lo que esta tortilla, asi como la
obtenida de esta misma variedad nixtamalizada tradicionalmente fueron

seleccionadas para llevar a cabo las pruebas restante.
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6. 3 Caracterizacion proximal

Las tortillas seleccionadas en la nixtamalizacion tradicional (82w21) y la
nixtamalizacion por calentamiento 6hmico (82w21 120V, 85°C), asi como el sorgo
crudo se sometieron a una caracterizacion proximal, cuyos resultados se muestran en
la Tabla 4.

Tabla 4. Composicion proximal de sorgo crudo, tortilla nixtamalizada

tradicionalmente y tortilla nixtamalizada por calentamiento 6hmico variedad
82w21.

Cenizas Lipidos Proteinas Carbohidratos*
(%) (%) (%) (%)
ffurgg 1.66+0.10° 579+0.29%  11.27+0.23P 81.34 + 0.602
TO';\tI'T”aS 414+0302 565+018°  12.83+0.412 77.38 + 1.07°
TOI\';E'C')aS 3.94+003% 532+0.118 12.30 +0.392 78.44 + 0.27P

Se muestra la media + desviacion estandar de tres replicas calculadas en base seca. Letras
diferentes en una misma fila indican diferencias estadisticas entre tratamientos (p<0.05) por
la prueba de Tukey-Kramer. NT: Nixtamalizacion tradicional; NCO: Nixtamalizacion por

calentamiento 6hmico. * Carbohidratos calculados por diferencia.

La composicion quimica del sorgo varia dependiendo de factores ambientales y del
rendimiento del grano. Ademas, este cereal se considera superior a otros debido

principalmente a su alto contenido de proteinas y fibra (Domanski et al., 2014).

El contenido de cenizas nos indica la cantidad de materia inorganica, es decir,
minerales presentes en el alimento. En el caso del sorgo los minerales que destacan
son calcio, potasio, hierro, fésforo y zinc (Ratnavathi, 2019). Este valor se encontrd
entre 1.66% y 4.14% donde se observa que el sorgo crudo tiene el valor mas bajo y
las tortillas nixtamalizadas tradicionalmente el mas alto. El valor encontrado en el
sorgo crudo es similar a lo reportado por Gaytan-Martinez et al., (2017) quienes
encontraron un valor de 1.31% en sorgo blanco (“Tortillas y pan”) y también coincide
con lo reportado por Llopart y Drago, (2016) quienes reportaron un rango entre 1.2 y

1.8% en 14 variedades de sorgo blanco.
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Posterior a la nixtamalizacion el contenido de cenizas aumento a 4.14% en las tortillas
nixtamalizadas tradicionalmente y a 3.94% en las nixtamalizadas por calentamiento
ohmico. Esto sucede ya que a que aumenta el contenido de calcio en el grano por la
adicion de hidroxido de calcio y se sabe que este aumento puede variar dependiendo
de las condiciones utilizadas en la nixtamalizacion como la temperatura de coccion
alcanzada, el tiempo de reposo del grano en el agua de coccion y la cantidad de calcio
gue logre removerse del grano durante el lavado, ya que estos parametros influyen

en la difusion del calcio en el grano (Santiago-Ramos et al., 2018a).

En el caso de la nixtamalizacion tradicional se agregdé 1% de hidréxido de calcio,
mientras que en el calentamiento 6hmico Unicamente se agregd 0.3%, sin embargo,
se observa que no existen diferencias entre el contenido de cenizas presente en
ambos tratamientos. Esto se debe a que en la nixtamalizacién tradicional una parte
importante del calcio afiadido se pierde en el nejayote provocando que este tenga un
valor altamente alcalino, el cual en este estudio mostro un valor de pH de 9.36,
mientras que, en el calentamiento 6hmico al no existir agua residual, todo el calcio

afadido es absorbido por el grano (Ramirez-Araujo et al., 2019).

En cuanto al contenido de lipidos, estos se encontraron en un rango de 5.32% a
5.79%. El contenido encontrado en el sorgo crudo (5.79%) es mayor a lo reportado
por Gaytan-Martinez et al., (2017) para sorgo blanco, quienes reportan un valor de
2.70% y a lo reportado por Llopart y Drago, (2016) quienes reportan un rango entre
2.8 y 3.4%, sin embargo, se encuentra dentro del rango reportado por Jimoh y
Abdullahi, (2017) quienes reportan un contenido de lipidos entre 3.60% y 10.54%.
Estas diferencias se deben a la variedad de sorgo utilizado, asi como el ambiente de
produccién.

En estudios anteriores se ha reportado que el proceso de nixtamalizacién puede
provocar una disminucién en el contenido de lipidos la cual se debe a diferentes
factores como las pérdidas en el nejayote, reacciones de saponificacion debidas a la
accion del hidroxido de calcio, asi como la formacion de complejos amilosa-lipidos
(Ramirez-Jiménez et al., 2019; Thachil et al., 2014). Pero en este caso a pesar de

existir una disminucién en ambos tratamientos de nixtamalizacién no se observaron
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cambios significativos entre tratamientos, lo que indica que las pérdidas de estos

componentes en el nejayote fueron minimas.

El contenido de proteinas se encontr6 entre 11.27 % y 12.83 %. Los valores
encontrados en el presente estudio para el sorgo crudo (11.27%) se encuentran dentro
del rango obtenido anteriormente por Llopart y Drago (2016) quienes reportaron un

contenido de proteinas entre 8.5% y 11.9% en sorgo blanco de 14 variedades.

El mayor contenido de proteinas se obtuvo en las tortillas nixtamalizadas
tradicionalmente (12.83%) y este valor no mostré diferencias estadisticas en
comparacion con las tortillas nixtamalizadas por calentamiento 6hmico (12.30%), pero
si es mayor al encontrado en el sorgo sin procesar (11.27%). Este aumento puede
deberse a que la nixtamalizacién provoca la remocion del pericarpio del grano y por
lo tanto disminuye el contenido de carbohidratos, aumentando proporcionalmente el
contenido de proteinas. En el caso de la nixtamalizacion por calentamiento 6hmico se
observ6 un aumento en comparacion con el sorgo crudo, pero este no fue significativo

ya que no existen pérdidas de materia seca.

Finalmente, el contenido de carbohidratos se encontré entre 77.38% y 81.34%. Se
observa que las tortillas nixtamalizadas por ambos procesos muestran una
disminucién de este contenido debido a los cambios en las proteinas, lipidos y cenizas

ya que los carbohidratos se calcularon por diferencia.

En general, no se observan cambios significativos entre los contenidos encontrados
en los dos tratamientos de nixtamalizacion. No obstante, seria interesante observar el
efecto de ambos tratamientos sobre el contenido de fibra dietética total, soluble e
insoluble para observar si existen diferencias entre los métodos de procesamiento ya
gue en estudios anteriores se ha reportado que la nixtamalizacion tradicional puede
aumentar el contenido de fibra soluble y disminuir el contenido de fibra insoluble,
mientras que en la nixtamalizacion por calentamiento 6hmico igualmente aumenta la
fibra soluble pero al no existir pérdidas en el nejayote la insoluble se mantiene igual,

lo que supone una ventaja para el alimento (Ramirez-Jiménez et al., 2019).
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6.4 Caracterizacion nutracéutica de sorgo crudo y nixtamalizado

6.4.1 Contenido de fenoles solubles totales

El sorgo es un cereal rico en compuestos fendlicos, que se encuentran principalmente
en el pericarpio del grano y se relacionan con efectos benéficos a la salud debido a
su actividad antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena, entre otras (Wu et al.,
2011).

La concentracion de estos compuestos puede cambiar de manera considerable
dependiendo del genotipo o variedad de sorgo, asi como el entorno de cultivo, el color
del pericarpio o el método de extraccién utilizado por lo que existe una gran variacion

en el contenido de compuestos fendlicos reportados en el sorgo (Rao et al., 2018).

En la Figura 8 se muestra el contenido de fenoles totales solubles de sorgo crudo y
de las tortillas seleccionadas de cada tratamiento de nixtamalizacion. En el sorgo
crudo, el valor encontrado fue de 0.61 mg EAG/g muestra, el cual es menor a los
reportado anteriormente por diferentes autores, como Diaz-Gonzéles et al. (2019),
quienes reportaron un contenido de fenoles de 1.79 mg EAG/ g en una variedad de
sorgo blanco bajo en taninos; o Gaytan-Martinez et al., (2017) quienes encontraron
un contenido de 34.78 mg EAG/g en sorgo blanco; mientras que es mayor a lo
reportado por Rao et al., (2018), quienes encontraron un contenido de 0.24 mg EAG/g

muestra en sorgo blanco.
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Figura 8. Contenido de fenoles totales sorgo crudo y tortillas nixtamalizadas por
diferentes métodos. NT — Nixtamalizacion tradicional, NCO — Nixtamalizacion por
Calentamiento Ohmico. Se muestra la media + desviacion estandar de tres replicas.
Letras diferentes indican diferencias estadisticas entre tratamientos (p<0.05) por la
prueba de Tukey-Kramer.

En estudios anteriores se ha observado que la nixtamalizacién tradicional produce una
disminucién del contenido de compuestos fendlicos debido a que una fraccidon
importante de estos se pierde junto con el pericarpio del grano al lixiviarse en el

nejayote (Gaytan-Martinez et al., 2017).

Diaz-Gonzélez et al. (2019) evaluaron el efecto de la nixtamalizaciébn sobre la
reduccion de compuestos fendlicos reportando reducciones en el contenido de fenoles
totales de 82%, 67% y 53% al utilizar 0.3% de hidréxido de calcio y reducciones de
79%, 68% y 49% al utilizar 0.5% de hidréxido de calcio en tres variedades de sorgo
con alto, medio y bajo contenido de taninos, respectivamente. Los autores mencionan
gue la maceracion del grano en solucion alcalina ayuda a desprender el pericarpio
donde se encuentran estos compuestos y las altas temperaturas aceleran a la

lixiviacién de estos en el nejayote.

Sin embargo, en este caso, una vez obtenidas las tortillas de ambos tratamientos de
nixtamalizacion el contenido de fenoles totales solubles aumenté a 0.79 mg EAG/g en
las tortillas de la nixtamalizacion tradicional y a 0.81 mg EAG/g en las del tratamiento
de calentamiento 6hmico donde no existieron diferencias significativas entre los

valores encontrados para las tortillas de los dos tratamientos.

Este aumento se atribuye a que las condiciones alcalinas de la nixtamalizacion, al
igual que las temperaturas alcanzadas en la misma provocaron una hidrélisis del
enlace éster liberando los acidos fendlicos que en un inicio se encontraban en el sorgo
crudo de manera insoluble unidos y esterificados a componentes de la pared celular
(Salinas-Moreno et al., 2017).

6.4.2 Contenido de flavonoides
El contenido de flavonoides en el sorgo crudo, y en las tortillas de cada tratamiento de

nixtamalizacion se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Contenido de flavonoides de sorgo crudo y tortillas nixtamalizadas por
diferentes métodos. NT — Nixtamalizacidon tradicional, NCO — Nixtamalizacion por
Calentamiento Ohmico. Se muestra la media + desviacion estandar de tres replicas.
Letras diferentes indican diferencias estadisticas entre tratamientos (p<0.05) por la
Prueba de Tukey-Kramer.

El valor encontrado en el sorgo crudo fue de 0.58 mg ER/g de muestra. Este valor es
similar a lo reportado anteriormente por Li et al., (2021), quienes analizaron el
contenido de compuestos fendlicos de 6 variedades de sorgo encontrando un
contenido de flavonoides totales solubles de 0.65 a 3 mg ER/g. Estos compuestos, al
igual que los acidos fendlicos son una clase de polifenoles que se encuentran
naturalmente en el sorgo y se pueden clasificar en flavonas, flavonoles, flavanonas,
isoflavonas, flavanos entre otros. Entre estos los grupos mayoritarios encontrados en
el sorgo son los flavanos mejor conocidos como antocianidinas, y los flavonoles

(flavan-3-oles y flavan-4oles) (Ratnhavathi y Komala, 2016).

Se ha reportado que estos compuestos poseen efectos en la inhibicion de la
carcinogénesis, ademas de actuar como antibacterianos, antiinflamatorios y aportan
una alta capacidad antioxidante la cual varia segun la posicién y el nimero del azucar
y de los grupos hidoxilo y metoxi que contengan (Huang et al., 2015; Ratnavathi,
2019).

Una vez obtenidas las tortillas de la nixtamalizacion tradicional el contenido de

flavonoides se vio disminuido a 0.44 mg ER/g muestra. Esta disminucion se atribuye
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a que la mayoria de los flavonoides se encuentran en el pericarpio del grano y durante
las etapas de remojo y lavado de la nixtamalizacién, al igual que sucede con otros
compuestos, se pierden al quedarse en el nejayote; por otro lado, también puede
deberse a que las altas temperaturas de cocimiento, asi como el pH alcalino del medio

provoquen una hidrdlisis de flavonoides (Ramirez-Jiménez et al., 2019).

Anteriormente, Gaytan-Martinez et al. (2017) reportaron pérdidas de flavonoides
después de la nixtamalizacion de hasta 50% en sorgo blanco, las cuales eran mayores
conforme aumentaba el contenido de hidroxido de calcio usado. En el presente estudio
las pérdidas tras la nixtamalizacién fueron de 24%, diferencias que se deben al

contenido inicial de flavonoides en el grano.

De forma contraria a la nixtamalizacion tradicional, las tortillas obtenidas de la
nixtamalizacion por calentamiento 6hmico mostraron un aumento en el contenido de
flavonoides (0.87 mg ER/g de muestra). Las diferencias entre los tratamientos de
nixtamalizacion se deben a que, en el calentamiento 6hmico, no se pierden los
compuestos bioactivos. Ademas, se ha reportado que esta tecnologia provoca que las
paredes celulares se permeabilicen, lo que facilita la extraccion de los polifenoles (El
Darra et al., 2013).

6.5 Compuestos antinutricios

6.5.1 Contenido de taninos condensados
El contenido de taninos condensados en el sorgo crudo, y las tortillas seleccionadas

de los tratamientos de nixtamalizacién se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Contenido de taninos condensados de sorgo crudo vy tortillas
nixtamalizadas por diferentes métodos. NT — Nixtamalizacion tradicional, NCO —
Nixtamalizacion por Calentamiento Ohmico. Se muestra la media + desviacion
estandar de tres réplicas. Letras diferentes indican diferencias estadisticas entre
tratamientos (p<0.05) por la Prueba de Tukey-Kramer.

El valor de taninos condensados en el sorgo crudo fue de 3.88 mg EC/g muestra, el
cual estd dentro del rango reportado en sorgo por Rao et al., (2018) quienes

obtuvieron valores entre 0.09 y 5.55 mg EC/g de muestra.

Una vez obtenidas las tortillas de ambos tratamientos de nixtamalizacion, los taninos
condensados se vieron disminuidos un 32.47% en las tortillas nixtamalizadas
tradicionalmente (2.62 mg/g) y un 25.77% en las nixtamalizadas por calentamiento
o6hmico (2.88 mg/g), no mostrando diferencias entre si. Estos resultados concuerdan
con lo encontrado anteriormente por Gaytan-Martinez et al., (2017) quienes reportaron
una disminucion del 27% del contenido inicial de taninos condensados en sorgo
blanco nixtamalizado tradicionalmente, mientras que Diaz-Gonzalez et al., (2019)
mencionan que entre mayor es el contenido inicial de taninos, mayor es la reduccion

de su contenido.

La disminucion de estos compuestos se considera positiva, porque a pesar de que
estos también contribuyen a la capacidad antioxidante, pueden tener efectos

negativos, ya que como se habia mencionado anteriormente, se unen a las proteinas
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formando complejos de alto peso molecular que interfieren con la digestibilidad
proteica del sorgo.

De acuerdo con lo estimado por Coneval, (2018), una persona consume un promedio
diario de 217.9 g de tortilla en zonas rurales (8-10 tortillas tortillas) y 155.4 g de tortillas
en zonas urbanas (6-8 tortillas), por lo que si se consumiera esta misma cantidad de
tortillas de sorgo nixtamalizado tradicionalmente, equivaldria a un promedio estimado
entre 407 y 570 mg taninos/dia, o bien entre 447 y 627 mg taninos/dia si fueran tortillas
nixtamalizadas pro CO, lo que se consideraria seguro para el consumo humano (1500-
2000 mg taninos/dia) (Sharma et al., 2019).

En el caso de la nixtamalizacion tradicional, la reduccion de los taninos condensados,
al igual que sucede con los flavonoides, puede deberse a la lixiviacion de estos en el
agua de coccidn, ya que estos se encuentran ubicados en el pericarpio del sorgo, o
bien puede deberse a la hidrélisis ocasionada por las altas temperaturas del proceso
(Gaytan-Martinez et al., 2017); mientras que en el tratamiento de calentamiento
o6hmico la disminucion esta atribuida a la despolimerizacién de estos compuestos

debido a la temperatura alcanzada (Garcia-Mier et al., 2012).

6.6 Cuantificacion de compuestos fendlicos libres por HPLC-DAD

En la Tabla 5 se muestra el contenido de compuestos fendlicos libres detectados en
el sorgo crudo y las tortillas de ambos tratamientos de nixtamalizacion.

Tabla 5. Contenido de compuestos fendlicos libres, cuantificados por HPLC-

DAD, de harinas crudas de sorgo y tortillas nixtamalizadas (ung/g).

Compuesto Crudo Tortilla nixtamal Tortilla
calentamiento
6hmico
Acido cafeico 98.44 + 25.48A° ND ND
Acido clorogénico 121.81 + 11.03Bb 133.39 + 2.198a 375.79 + 16.067P
Acido elagico 479.25 + 5.71Ba ND 784.17 + 9.42ha
Acido ferdlico 4.73 +0.13B¢ 25.79 + 0.17Aa 2.61 + 0.03¢e
Acido galico 105.22 + 2.43Ab 135.56 + 45.35Aa 174.15 + 7.53A¢
Acido 36.72 + 3.336¢ 62.72 + 6.49Aa ND
hidroxifenilacético
Acido 110.66 + 39.43Ab ND ND
hidroxibenzoico
(+)-Catequina 148.44 + 0.524P 16.82 + 0.4282 ND
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Galato de 524.36 + 4.1072 38.43 + 3.3582 26.75 + 2.198e
epigalocatequina
Epicatequina 142.38 + 1.674° 134.72 + 27.5272 89.39 + 0.006Ad
Quercetina 104.00 + 6.767° ND ND
Se muestra la media + desviacion estandar, calculados en base seca de dos replicas. Letras
mayusculas diferentes en una misma fila indican diferencias significativas entre tratamientos,
letras minasculas diferentes en una misma columna indican diferencias significativas entre
compuestos (p<0.05) por la prueba de Tukey-Kramer.

Se detectaron once compuestos, entre ellos siete acidos fendlicos (cafeico,
clorogénico, elagico, ferulico, galico, hidroxifenilacérico e hidroxibenzoico) y cuatro

flavonoides (catequina, galato de epigalocatequina, epicatequina y quercetina).

En el sorgo crudo los compuestos se encontraron en un rango de 4.73 a 524.36 ug/g.
Los compuestos que se detectaron en mayor cantidad fueron el galato de
epigalocatequina y el acido elagico y (524.36 £+ 4.10y 479.25 + 5.71 ug/g), y los que
se encontraron en menor cantidad fueron el acido hidroxifenilacético y el ferdlico
(36.72 £ 3.33y 4.73 £ 0.13 pg/g). En otros estudios se ha identificado que al acido
ferudlico como el compuesto mayoritario en el sorgo (Li et al., 2021; Shen et al., 2018),
sin embargo, en el presente estudio este se encuentra en la menor proporcion. Esto
se debe a que este acido fendlico se encuentra principalmente en su forma ligada y

suele localizarse en mayor concentracion en variedades rojas.

Una vez realizados los diferentes tratamientos de nixtamalizacion y la obtencion de
tortillas, se observaron diferentes comportamientos en cada compuesto dependiendo
del tratamiento empleado.

En las tortillas nixtamalizadas de forma tradicional se observdé una marcada
disminucién en los compuestos fendlicos ya que estos se detectaron en un rango de
16.82 a 135.56 pg/g siendo el acido gélico el compuesto que se detecté en mayor
concentracion y la catequina en menor. Algunos compuestos como el acido cafeico,
elagico, hidroxibenzoico y la quercetina no lograron detectarse tras el proceso de
nixtamalizacion y la obtencion de tortillas, lo cual se atribuye a las altas temperaturas
utilizadas en el proceso de nixtamalizacion, asi como en la coccion de las tortillas,
mientras que otros compuestos como el acido ferulico (25.79 + 0.17 ug/g) y el
hidroxifenilacético (62.72 + 6.49 ug/g), por el contrario, mostraron un aumento de 5.45

y 1.70 veces mas despues de la nixtamalizacion.
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Anteriormente ya se han reportado aumentos del acido ferulico en harinas de sorgo
(Gaytan-Martinez et al., 2017) después del proceso de nixtamalizacion. Los autores
mencionan que este aumento tiene que ver con la presencia de arabinoxilanos los
cuales en el grano de sorgo se encuentran rodeando al acido ferulico por lo que este
se encuentra en forma ligada y una vez realizada la nixtamalizacion el enlace éster
entre estos compuestos se rompe liberdndolos de la matriz. En el caso del acido
hidroxifenilacético el aumento en su contenido puede deberse a que de manera similar
este compuesto se encuentre inicialmente en su forma ligada y se libere con las

temperaturas de la nixtamalizacion.

En el caso de las tortillas nixtamalizadas por medio de calentamiento 6hmico, los
compuestos fenolicos fueron detectados en un rango méas amplio entre 2.61y 784.17
Hg/g, siendo el acido ferulico el compuesto q detectado en menor proporcién y el &cido
elagico el de mayor.

De forma similar a la nixtamalizacion tradicional, el acido cafeico, hidroxibenzoico y la
quercetina no lograron ser detectados después del tratamiento de calentamiento
ohmico, sin embargo, en este caso tampoco el acido hidroxifenilacético logré ser

detectado, y el acido feralico, mostré una disminucién del 55% (2.61 £+ 0.03 ug/qg).

Por otro lado, los &cidos fendlicos como el clorogénico y el eldgico mostraron un
aumento de 3y 1.5 veces (375.79 £16.06 y 784.17 *+ 9.42 ug/g, respectivamente)
después del calentamiento 6hmico, mientras que, en el caso de los flavonoides, no
existieron diferencias significativas entre los dos tratamientos de nixtamalizacion con
excepcion de la catequina, la cual no logré ser detectada en el tratamiento de

calentamiento 6hmico.

Existen algunas diferencias entre los resultados obtenidos en este mismo estudio por
medio de técnicas espectrofotométricas y los encontrados por cromatografia HPLC-
DAD. En el caso de las técnicas espectrofotométricas, el contenido de fenoles totales
solubles aumenté en ambos tratamientos de nixtamalizacion en comparacién con el
crudo, mientras que en HPLC-DAD unicamente aumentd con el calentamiento
ohmico; y en el caso de los flavonoides, las técnicas espectrofotométricas mostraron

un aumento en el contenido utilizando el tratamiento de calentamiento 6hmico,
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mientras que en los resultados arrojados por HPLC-DAD ambos tratamientos de

nixtamalizacion provocaron disminucion en el contenido.

Estas discrepancias pueden deberse a las diferencias de cada técnica, o al tiempo en
que estas se llevaron a cabo, ya sea porque algunos compuestos fendlicos pudieron
ser degradados por el tiempo de almacenamiento 0 quizas a que existen otros
compuestos fendlicos presentes en las harinas que no fueron detectados en el equipo
de HPLC. Sin embargo, en ambas técnicas se puede observar que el calentamiento
O0hmico es capaz de mantener e incluso aumentar en mayor medida el contenido de
fenoles totales solubles, mientras que en el caso de los flavonoides estos son

altamente sensibles a las temperaturas de ambos procesos de nixtamalizacion.

6.7 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante es la capacidad que tienen las moléculas con potencial
redox en los alimentos de inhibir la degradacion oxidativa. Se ha demostrado que el
sorgo es un cereal con alta capacidad antioxidante, la cual se debe a su contenido de
compuestos fendlicos, ya que son capaces de reaccionar con radicales libres y
detener las reacciones en cadena (Floegel et al., 2011; Rao et al., 2018). Conocer la
capacidad antioxidante de las tortillas de sorgo es importante ya que esta esta
relacionada con la prevencién de la oxidacién de las células del organismo y por ende
puede evitar el desarrollo de algunas enfermedades transmisibles como diabetes y
cancer (Coronadoet et al., 2015).

En las Figuras 11A y B se muestra la capacidad antioxidante del sorgo crudo y las
tortillas nixtamalizadas por ambos tratamientos obtenidas mediante el ensayo ABTS
(acido  2,2’-acino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico) y DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazilo), respectivamente.
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Figura 11. Capacidad antioxidante por (A) ABTS y (B) DPPH de sorgo crudo y tortillas
nixtamalizadas por diferentes métodos. NT — Nixtamalizacién tradicional, NCO —
Nixtamalizacion por Calentamiento Ohmico. Se muestra la media + desviacion
estandar de tres replicas. Letras diferentes indican diferencias estadisticas entre
tratamientos (p<0.05) por la prueba de Tukey-Kramer.

En el caso del ensayo ABTS, el sorgo crudo mostré un porcentaje de inhibicion de
81.20 %, similar al 79.79 % reportado por Gaytan-Martinez et al. (2017) en sorgo
blanco, mientras que en el ensayo DPPH se encontrd un valor mas bajo (40.45 %),

gue el reportado en ese mismo estudio que fue de 71.66 %.

Una vez realizada la nixtamalizacion y la obtencion de tortillas el porcentaje de
inhibicion encontrado por el ensayo ABTS para las tortillas nixtamalizadas
tradicionalmente disminuyé significativamente a 61.14 %, mientras que para las
tortillas nixtamalizadas por calentamiento 6hmico disminuyé a 77.10 %, pero no

mostré cambios significativos en comparacion con el sorgo crudo.

El ensayo DPPH, mostr6 tendencias similares en las tortillas nixtamalizadas
tradicionalmente, ya que disminuyeron su porcentaje de inhibicién hasta 20.81 %, sin
embargo, en las nixtamalizadas por calentamiento 6hmico de manera contraria a lo

sucedido en el ensayo ABTS, aumentaron hasta 45.75 %.

Por otro lado, se puede observar que, en todos los tratamientos, los resultados
obtenidos en el ensayo ABTS fueron mayores a los encontrados en DPPH. Esta
misma tendencia sucedié en el estudio de Gaytan-Martinez et al. (2017). Estas
diferencias pueden atribuirse al mecanismo de accion que utiliza cada radical ya que
DPPH actua recibiendo atomos de hidrogeno H+, mientras que ABTS puede aceptar

electrones o protones. Ademas, debido a que el ABTS requiere una previa activacion
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del radical por medio de persulfato de potasio, este tiende a ser menos estable que el
DPHH (Floegel et al., 2011).

Otra razoén puede ser que el radical DPPH no es capaz de reaccionar con los
compuestos flavonoides que no contienen grupos hidroxilo en el anillo B, mientras que

ABTS reacciona con facilidad (Rogisnky et al., 2005).

Se realiz6 un analisis de correlaciones para observar la relacion existente entre la
capacidad antioxidante y los compuestos fenodlicos presentes en el sorgo (Tabla 6).
Se puede observar que la capacidad antioxidante obtenida por ambos métodos se
debe principalmente al contenido de flavonoides presentes en el sorgo. Esto
concuerda con los resultados encontrados en el contenido de flavonoides ya que estos
muestran la misma tendencia de aumentar en las tortillas nixtamalizadas

tradicionalmente y disminuir en las tortillas nixtamalizadas de manera tradicional.

Tabla 6. Anédlisis de correlaciones entre capacidad antioxidante y compuestos

fendlicos.
Fenoles Flavonoides Taninos ABTS DPPH
Fenoles 1.000 0.278 -0.951 -0.061 -0.232
Flavonoides 0.278 1.000 -0.024 0.884 0.861
Taninos -0.951 -0.024 1.000 0.343 0.447
ABTS -0.062 0.884 0.343 1.000 0.902
DPPH -0.232 0.861 0.447 0.902 1.000

“Correlacion significativa (alfa < 0.05)

6.8 Bioaccesibilidad de proteinas de sorgo

6.8.1 Bioaccesibilidad proteica de tortillas de sorgo

La Tabla 7 muestra la bioaccesibilidad de las proteinas (%) en las etapas de boca,
estdbmago e intestino durante la digestion gastrointestinal in vitro de las tortillas de

sorgo obtenidas por ambos tratamientos de nixtamalizacion.

Tabla 7. Bioaccesibilidad de proteinas (%) de tortillas de sorgo nixtamalizadas

por diferentes métodos.
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Etapa Nixtamalizacion Calentamiento

tradicional (%) ohmico (%)
Boca 12.95 + 0.09Af 10.98 + 0.205¢
Estémago 13.52 + .43Ff 17.68 + 0.91Ad
Fraccion digerible
15 23.71 £ 0.564¢ 23.78 £ 1.28A¢
30 39.09 + 0.524° 23.73 + 0.64EB¢
60 56.36 + 0.39 B2 58.23+ 0.93%@
Fraccion no digerible

15 15.21 + 0.158¢ 23.08 + 0.33%¢
30 21.86 + 0.46Ad 18.18 +2.178d
60 23.15 + 0.258¢ 29.01 + 0.854°

Se muestra la media + desviacion estandar de dos experimentos independientes, por
triplicado. Letras minUsculas diferentes indican diferencias significativas entre etapas y letras
mayusculas diferentes indican diferencias entre tratamientos segun la prueba de Tukey-
Kramer (p <0.05).

En la etapa oral la bioaccesibilidad de proteinas de las tortillas nixtamalizadas
tradicionalmente (TNT) fue de 12.95 + 0.09%, mayor que la encontrada en las tortillas
nixtamalizadas por calentamiento 6hmico (TNCO) (10.20 + 2.06%). Sin embargo, al
pasar a la etapa gastrica con 30 min de incubacion, la TNT no mostraron cambios
significativos en su bioaccesibilidad (13.52 + .43%), mientras que en las TNCO
mostraron un aumento de aproximadamente 7% (17.68 + 0.91%), siendo mas
bioaccesibles que las TNT.

Anteriormente Cabrera-Ramirez et al. (2020) reportaron una pequefia disminucion de
la bioaccesibilidad proteica de harinas de sorgo nixtamalizadas tradicionalmente, al
pasar de la etapa oral a la gastrica. Los autores mencionan que esta disminucion se
debe a que bajo las condiciones de pH del estbmago (entre 2 y 4) los taninos
condensados presentes en el sorgo, ejercen mayormente sus efectos estéricos
impidiendo el paso de las enzimas a las proteinas, sin embargo, en el presente
estudio, sucedio lo contrario, puesto que la bioaccesibilidad aumenté en el estdmago,
principalmente en las tortillas nixtamalizadas por calentamiento 6hmico lo que puede

deberse a que la pepsina haya hidrolizado algunas de las proteinas a péptidos o
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aminoacidos libres. Ademas, posiblemente el calentamiento 6hmico haya provocado
la hidrolisis o modificacion de los enlaces disulfuro presentes, favoreciendo el acceso

de enzimas y mejorando la bioaccesibilidad proteica (Tinoco et al., 2020).

Posteriormente en la etapa intestinal, nuevamente se observé un aumento en la
bioaccesibilidad en ambos tratamientos. En general, la fraccion digerible, mostré una
mayor bioaccesibilidad de proteinas que la fraccién no digerible en ambos métodos

de nixtamalizacion, y esta fue aumentando conforme el tiempo de incubacién.

En la fraccion digerible (FD), la bioaccesibilidad de proteinas encontrada en las tortillas
nixtamalizadas tradicionalmente fue de 23.71 + 0.56% a los 15 minutos de incubacion
y esta aumentd a 39.09 £ 0.52% y 56.36 + 0.39% a los 30 y 60 minutos, alcanzando
la mayor bioaccesibilidad a los 60 minutos. En las tortillas obtenidas por calentamiento
o6hmico, a los 15 minutos la bioaccesibilidad proteica era similar a la obtenida mediante
el proceso tradicional (23.78 + 1.28%), pero en este caso ésta se mantuvo en el mismo
valor a los 30 minutos de incubacion (23.73 + 0.64%) y posteriormente aumento
alcanzando su mayor valor a los 60 minutos, donde ademas el valor alcanzado fue
mayor que el obtenido en las TNT (58.23+ 0.93%). El aumento de la bioaccesibilidad
proteica en la fraccion digerible es positivo, debido a que, si las proteinas se liberan
de la matriz alimentaria, es mas probable que puedan ser absorbidas en el intestino

delgado y puedan llegar a los diferentes tejidos para ejercer su funcion (Feher, 2017).

En la fraccion no digerible (FND), la bioaccesibilidad de las TNT aumentd conforme al
tiempo pasando de 15.21 + 0.15% a 21.86 + 0.46% y finalmente 23.15 + 0.25% a los
15, 30 y 60 minutos de incubacion; mientras que las TNCO mostraron diferentes
comportamientos con el tiempo ya que a los 15 minutos su bioaccesibilidad proteica
era de 23.08 £ 0.33% y esta disminuy6 ligeramente a 18.18 £ 2.17% a los 30 minutos
de incubacién y nuevamente aument6 a 29.01 + 0.85% a los 60 minutos. Esta fraccion
indica la cantidad de proteinas que resistieron la digestion gastrointestinal y que llegan
al colon. En otros estudios se ha descubierto que algunos péptidos obtenidos de la
fraccion no digerible de frijol comun tienen actividad antiproliferativa contra células de
cancer colorrectal humano (Luna-Vital et al., 2015), sin embargo, no se conoce el

efecto que tienen las proteinas o péptidos del sorgo en el colon.
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Las fluctuaciones observadas en la bioaccesibilidad de las TNCO en la FND, pueden
deberse a diferentes motivos. Uno de ellos es que los taninos condensados que se
habian hidrolizado en un principio con la nixtamalizacion, pueden volver a
polimerizarse debido a las condiciones alcalinas del intestino produciendo
nuevamente moléculas de alto peso que disminuyan la bioaccesibilidad (Lemlioglu-
Austin et al., 2012). Otra razon puede ser el efecto de los compuestos fendlicos sobre
las proteinas del sorgo, ya que esos pueden generar algunos compuestos oxidantes
como las quinonas las cuales pueden modificar la estructura de las proteinas, o bien,
algunos flavonoides son capaces de actuar como inhibidores de tripsina dificultando
la hidrdlisis de las proteinas y con ello disminuyendo la bioaccesibilidad (Cabrera-
ramirez et al., 2020; Luzardo-Ocampo et al., 2020). Finalmente otro factor que también
podria afectar la bioaccesibilidad es la formacion de enlaces disulfuro entre kafirinas,

especialmente en la nixtamalizacion tradicional (Liu et al., 2019).

En general, las tortillas obtenidas mediante calentamiento 6hmico mostraron mayor
bioaccesibilidad de proteinas que las obtenidas de forma tradicional, a pesar de tener
un contenido similar de taninos condensados. Esto puede deberse a que, en la
nixtamalizacion por calentamiento 6hmico, a diferencia del método tradicional, no se
usan grandes cantidades de agua y por lo tanto las proteinas del sorgo que tienen
naturaleza hidrofébica no se contraen y por lo tanto, existe menor formacion de
enlaces disulfuro y mayor accesibilidad de las enzimas a las proteinas lo que ademas
puede aumentar la digestibilidad de proteinas y facilitar su absorcion.

6.8.2 Permeabilidad aparente y relacién de flujo

La permeabilidad neta aparente (Papp Neta) (cm/s) y la relacién de flujo de la proteina
de sorgo nixtamalizada por ambos tratamientos se muestran en la Tabla 8.
Tabla 8. Coeficientes de permeabilidad neta aparente (Papp Neta) (cm/s) y

relacion de flujo de proteina de sorgo blanco nixtamalizada por diferentes
metodos.

Nixtamalizacion tradicional Calentamiento 6hmico
Tiempo Papp Flujo Papp Flujo
15 10.59x10° + 0.722 0.64 + 0.02¢ 1.44x10° + 0.96¢ 0.97 +0.07°
30 1.4384x10° + 0.269 1.11 +0.02°> 3.47x105 +1.19¢ 1.53+0.192
60 10.34x10° + 0.062 0.41 + 0.00¢ 8.04x10° + 0.25° 0.50 + 0.01¢d
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Los datos se expresaron como la media + desviacion estandar de dos experimentos
independientes, por triplicado. Letras diferentes indican diferencias significativas entre todos
los tratamientos segun la prueba de Tukey-Kramer (p <0.05). TNT: tortillas nixtamalizadas
tradicionalmente; TNCO: tortillas nixtamalizadas por calentamiento 6hmico.

La permeabilidad aparente neta indica la cantidad de proteina que atraviesa la
membrana del intestino delgado por unidad de tiempo, es decir, la velocidad de
permeacion. Este valor, ademas, nos da una estimacion de la cantidad de proteina
que logro absorberse (Ma et al., 2014), Las tortillas nixtamalizadas tradicionalmente
mostraron una permeabilidad aparente neta entre 1.44x10° a 8.03x10° cm/s las
tortillas nixtamalizadas por calentamiento 6hmico entre 1.44x10° a 10.59x10° (Figura
13).

Las TNT, mostraron una disminucion de su velocidad a los 30 min y posteriormente a
los 60 aumentaron nuevamente a la misma velocidad que tenian a los 15 minutos;
mientras que las TNCO aumentaron su velocidad de permeacion conforme al tiempo.
De acuerdo con estos resultados, ambos tratamientos muestran una velocidad de
permeabilidad alta, ya que valores menores a 1x107 cm/s se consideran
permeabilidad baja y 1x10" cm/s se consideran permeabilidad alta (Artursson et al.,
2001).

La relacién de flujo o relacion de absorcion ayuda a estimar si el transporte de
proteinas es activo o pasivo, es decir si necesita de energia y/o algun transportador o
no. Si los valores son menores a 0.50 o mayores a 2.00, el transporte se considera
activo y si se encuentra entre 0.50 y 2.00 el transporte se considera pasivo (Hubatsch
et al., 2007). En este estudio, el transporte de proteinas de las TNT se encontr6 entre
0.41 y 0.65, por lo tanto, no se puede asegurar, pero se acerca mas a transporte
pasivo, mientras que en las TNCO se encontr6 entre 0.50 y 1.53 clasificandose
igualmente como transporte pasivo, lo que indicaria que no existe gasto de energia

para llevar a cabo la absorcion.

7. CONCLUSIONES
¢ El calentamiento 6hmico demostré ser una tecnologia emergente que puede
utilizarse como alternativa a la nixtamalizacion tradicional para obtener
harinas de sorgo para elaborar tortillas con caracteristicas de calidad

adecuadas, con la ventaja de reduccion de tiempo, ademas de ser un proceso
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ecolégico, por lo que podria ser conveniente su utilizacion en la industria de la
masa Y la tortilla.

Los pardmetros que permitieron obtener las tortillas con las mejores
caracteristicas de calidad, asi como el mayor rendimiento fueron 1120 V'y
85°C utilizando sorgo blanco variedad 82w21.

En comparacion con la nixtamalizacion tradicional, el calentamiento 6hmico
mostré6 mantener en mayor medida el contenido de compuestos fendlicos, asi
como la mayor capacidad antioxidante en las tortillas.

El contenido de taninos condensados disminuyé significativamente en las
tortillas procesadas por ambos tratamientos de nixtamalizacion.

Ambos tratamientos de nixtamalizacion pueden incrementar la
bioaccesibilidad de proteinas de las tortillas, especialmente en la fraccion
digerible, sin embargo, el calentamiento 6hmico logré aumentar en mayor
medida la bioaccesibilidad proteica.

Hace falta realizar méas estudios para conocer la bioactividad de los
compuestos presentes en las tortillas de ambos métodos de nixtamalizacion.
Ademas, seria conveniente estudiar mas a fondo los mecanismos por los
cuales aumenté la bioaccesibilidad proteica para asegurar la eficacia del

calentamiento 6hmico.
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9. ANEXOS
Anexo |

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

Posgrado de Alimentos, Facultad de Quimica

“CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL
PROYECTO DE INVESTIGACION”

Titulo del protocolo:
“EVALUACION DE LA DIGESTIBILIDAD DE PROTEINAS DE TORTILLAS
OBTENIDAS A PARTIR DE HARINA DE SORGO (Sorghum bicolor L. Moench)
NIXTAMALIZADA POR CALENTAMIENTO OHMICO?”

Investigador principal: Dra. Marcela Gaytan Martinez
Sede donde se realizara el estudio: Departamento de Investigacion y

Posgrado de Alimentos. Facultad de Quimica. Universidad Autbnoma de Querétaro.

INVITACION
A usted se le esté invitando a participar en este estudio de investigacion. Antes de
decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes
apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con
absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus
dudas al respecto.
Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le
pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregard una copia
firmada y fechada.
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1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Las tortillas nixtamalizadas de sorgo son un producto similar a las de maiz, por lo que
se busca la inclusién de éstas en la dieta. El sorgo es un cereal que ha demostrado
tener efectos positivos en la salud, el cual puede ser empleado para la obtencion de
una harina saludable para la elaboracion de tortillas. Sin embargo, para poder incluir
este alimento en la dieta de la poblacion, es necesario dilucidar la digestibilidad y
bioaccesibilidad de proteinas para lo cual se llevard a cabo una digestion
gastrointestinal in vitro para observar su aprovechamiento en el organismo.

Este estudio permitirA conocer la digestibilidad y bioaccesibilidad de las tortillas

nixtamalizadas de sorgo para incluirlas como una alternativa a las tortillas de maiz.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO
Evaluar la digestibilidad de proteinas de tortillas obtenidas a partir de harinas de

sorgo, nixtamalizadas por calentamiento 6hmico.

3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO

El estudio contribuira a que en un futuro se tenga la informacién cientifica necesaria
para sustentar la utilizacion de las tortillas nixtamalizadas de sorgo como un alimento
con beneficios a la salud, e incorporarlo en la alimentacién de los mexicanos. Lo
anterior permitird utilizar de manera mas eficiente los alimentos generados, dando la

oportunidad de tener productos mas saludables.

4. SELECCION DE PARTICIPANTES
Seran invitados a participar en esta investigacion personas sanas, sin exclusion de

género.

5. CRITERIOS DE EXCLUSION
Las personas que presenten reacciones alérgicas al sorgo o que presenten alguna

enfermedad que limite su participacién no podran ser parte de esta investigacion.

6. PARTICIPACION VOLUNTARIA
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Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria, por lo que no seré
remunerada, ni tendrd que hacer gasto alguno durante el estudio. Puede elegir
participar o no, e incluso puede cambiar de parecer durante el transcurso del
experimento aun cuando ha firmado con anterioridad este formato de consentimiento

informado y no habra ninguna complicacion.

7. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

La presente investigacion no tiene ningln riesgo a la salud de los participantes, ya
que sera un producto inocuo, y no se han reportado afectaciones por su consumo. Sin
embargo, en el caso extraordinario de presentarse alguna afectacion en la salud, se

le proporcionara atencién médica inmediata.

8. CONFIDENCIALIDAD

La identidad de los panelistas de esta investigacibn no se compartird con personas
ajenas a la misma y la informacion requerida solo sera la minima, la cual solo incluye:
nombre, edad y sexo. La informacién recabada del estudio es estrictamente
confidencial de acuerdo con los lineamientos estipulados por el Reglamento de la Ley
General de Salud en materia de investigacion para la salud (Articulos 13 y 16), Ley de
Informacién Estadistica y Geogréfica (Articulos 38 y 42) y el comité de bioética de la
UAQ.

9. PROCEDIMIENTOS
Si usted desea participar en este estudio, debera presentarse en el laboratorio de
analisis sensorial, ubicado en el segundo piso del parque biotecnoldgico de la UAQ.

En caso de aceptar participar en el estudio usted seguira el siguiente procedimiento:

1. Usted tendra que asistir el dia y hora sefalados, y haber consumido su
altimo alimento al menos 90 minutos antes del inicio del ensayo. Ademas,
debera cepillarse los dientes, sin pasta dental o cualquier otro producto
para el aseo bucal, solamente con agua natural. Antes de iniciar el ensayo,

se le pedira enjuagarse la boca con agua.
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2. Se le solicitara que mastique 1 g de muestra de tortilla nixtamalizada de
sorgo durante 15 veces por 15 segundos.

3. Las muestras masticadas se recolectaran en un vaso de precipitado al
gue se afadiran 5 mL de agua destilada.

4. Se simularan las condiciones de la boca colocando la muestra en
agitacion por 10 minutos a 37 °C. Se realizar4 mismo procedimiento para

el blanco, pero Unicamente sera utilizada el agua destilada.

10. INFORMACION DE CONTACTO

Si tiene alguna pregunta acerca de su participacion o desea la opinién de otra persona
fuera del estudio, usted puede consultar al médico de su confianza.

En caso de que tenga cualquier pregunta acerca del proyecto o en caso de una
emergencia, llame al nimero 4441754049 con la |.A. Lucia Berenice Vega Vazquez
o la Dra. Marcela Gaytan Martinez al 4421598794.

Ademas, usted podra ponerse en contacto con el Comité de Bioética de la Universidad
Autonoma de Querétaro, de la Facultad de Quimica en el teléfono: Tel. (442) 192-
1200 ext. 5323 y 5351.

11. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Su firma, indicara que usted ha decidido participar voluntariamente en este estudio,
por lo que no recibird ningln tipo de remuneracién por su participacién. También
indicaréa que ha leido la informacion mencionada arriba.

Usted recibird una copia de este consentimiento firmada para que la tenga consigo.

También se le dard una copia de los derechos que tiene al participar en este estudio.

Yo, he leido y comprendido la informacion

anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido
informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o
difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio de

investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.
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Firma del participante Fecha

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los

propasitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que
implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y
he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad

correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedié a firmar el

presente documento.

Firma del investigador Fecha
12. CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Titulo del protocolo:
Investigador principal:
Sede donde se realizara el estudio:

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decisidon de retirarme de este protocolo de

investigacion por las siguientes razones: (Opcional)

Nombre del participante

Firma del participante Fecha
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Anexo Il

C.U., Querétaro, 27 de mayo de 2020
No. de oficio. CBQ20/055

Dra. Marcela Gaytan Martinez
Facultad de Quimica Presente

At’n. Lucia Berenice Vega Vazquez

Con base en las actividades de responsabilidad para el Comité de Bioética de la
Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro en la revision de
proyectos de investigacion con la participacion de sujetos humanos (directamente
en ensayos clinicos, investigacibn observacional o por empleo de muestras
bioldgicas), asi como del uso de animales de experimentacion, le comunicamos que
el protocolo de investigacion titulado “Evaluacion de la digestibilidad de
proteinas de tortillas obtenidas a partir de harina de sorgo (Sorghum bicolor

L. Moench) nixtamalizada por calentamiento 6hmico”, del cual Usted es
responsable, fue evaluado con una resolucion de aprobado.

Sin més por el momento, quedamos a sus ordenes para cualquier duda o aclaracion.

/"/T" ~ ;"’ " \
T O™

Dgatrty’ = 3

Dra. Iza Ferhanda Pérez Ramirez M.I.M. David Gustavo Garcia Gutiérrez
Presidente Representante investigador
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Ccp archivo

Anexo lll

CRONOGRAMA

MES

ACTIVIDAD/SEMANA

Preparacion de materia prima

Obtencion de HNT

Obtencion y caracterizacion de TNT

Seleccion de TNT

Obtenciéon de HNCO

Obtencion y caracterizacion de TNCO

Seleccion de TNCO

Analisis proximal

Determinacién de compuestos
fendlicos

Capacidad antioxidante

Digestion in vitro

Medicion de proteinas (BCA)

Electroforesis

Interpretacion de resultados

HNT: harina nixtamalizada tradicionalmente; HNCO: harinas nixtamalizadas

por calentamiento 6hmico; TNT: tortillas nixtamalizadas tradicionalmente;

TNCO: tortillas nixtamalizadas por calentamiento éhmico.
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