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RESUMEN

El proceso de nixtamalizacion del maiz promueve cambios fisicos y quimicos en
sus componentes con un efecto importante en las propiedades organolépticas y en
el valor nutrimental del producto final. Frecuentemente, el maiz est4 contaminado
con aflatoxinas (AFs) producidas por los hongos del género Aspergillus, las cuales
provocan efectos adversos en la salud. La nixtamalizacion es una alternativa para
inhibir la presencia de las AFs en el maiz. Adicionalmente, los acidos grasos (AG)
presentes en el grano pueden desempefiar un papel protector contra las AFs. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la contribucién del germen de maiz en las
propiedades fisicas, quimicas y los niveles de AFs en harinas de maiz
nixtamalizado por el método tradicional elaboradas a diferentes concentraciones
de Ca(OH), (0.7, 1.4y 2.1 % m/m) y tiempos de reposo (0, 3, 6 y 9 h). Los
cambios morfolégicos y estructurales del germen de maiz nixtamalizado se
evaluaron mediante SEM vy difraccion de rayos X. Se determiné y comparé el
contenido de calcio por espectrometria de absorcidn atomica, el perfil de
viscosidad y la distribucion de tamafio de particula en harinas de maiz
nixtamalizado con germen y sin germen. Adicionalmente, se extrajo el aceite a
partir del germen de maiz nixtamalizado y crudo para analizar su contenido de AG,
indice de saponificacion (IS) e indice de peréxido (IP). Finalmente, se cuantifico el
contenido de AFs (B1, B2, Gi, Gy) en harinas con y sin germen. Se detectaron
cambios microestructurales en el germen de maiz nixtamalizado. Asi mismo, se
mostré la presencia de compuestos cristalinos (CaCOg) en el germen con 2.1 %
m/m de Ca(OH).y 9 h de reposo. El contenido de calcio en las harinas de maiz
nixtamalizado con germen fue significativamente mayor (p< 0.05) comparado con
las harinas desgerminadas. Las harinas sin germen mostraron una disminucion
estadisticamente significativa (p<0.05) en el valor del pico maximo de viscosidad
aparente. La distribucion del tamafio de particula en las harinas de maiz
nixtamalizado desgerminadas y con germen fue mas homogénea a tiempos de
reposo prolongados y se obtuvieron harinas con particulas méas finas al
incrementar la concentracién de Ca(OH), utilizada en el proceso. No se detectaron
cambios significativos en el contenido de AG del aceite extraido del germen de
maiz nixtamalizado comparado con el germen nativo. En el IS de las muestras
experimentales fue significativamente mayor (p< 0.05) el efecto de la
concentracion de Ca(OH), con respecto al tiempo de reposo. El IP en todas las
muestras experimentales resulté mayor al limite maximo permitido por la NMX F-
154-SCFI-2005. La presencia del germen y la concentracion de Ca(OH);
empleada en el proceso de nixtamalizacion (p<0.05) tuvieron un efecto significativo
en el contenido de aflatoxinas Bi, By, G; y aflatoxinas totales. Finalmente, estos
resultados muestran evidencia de la importancia del germen en las propiedades
fisicas, quimicas y en la reduccién de la contaminacion por aflatoxinas en las
harinas de maiz nixtamalizado por el método tradicional, siendo la concentracion
de 1.4 % m/m de Ca(OH), y 6 h de reposo, donde se detectaron que las
propiedades fisicoquimicas y nutrimentales de las harinas resultan mas adecuadas
y aportan un mayor beneficio a la salud de la poblacion.
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SUMMARY

The nixtamalization process promotes physical and chemical changes in corn
components with a significant impact on the organoleptic properties and the
nutritional value of the final products. Corn is frequently contaminated with
aflatoxins (AFs) produced by fungi Aspergillus species. The AFs cause adverse
health effects. Nixtamalization is an alternative to reduce the presence of AFS in
corn. Additionally, it has been reported that the fatty acids (FA) in the corn may
have a protective role against AFs. Nevertheless, during the nixtamalization
process, the FA react with Ca(OH), thus losing this protective effect. The aim of
this study was to evaluate the contribution of germ in the physical, chemical and
AFs levels in processed corn flour obtained by the traditional method at different
processing conditions (0.7, 1.4, 2.1% w/w Ca(OH), and 0, 3, 6, 9 h steeping time).
The morphological and structural changes of nixtamalized corn germ were
evaluated by SEM and X-ray diffraction. Calcium concentration in corn flours with
and without germ was determined by atomic absorption spectrometry.
Furthermore, the viscosity profile and the particle size distribution of samples were
studied. Additionally, the oil from corn germ was extracted in order to evaluate the
FA content, saponification index (SI) and peroxide index (Pl). Finally, the levels of
AFs (Bi1, Bz, Gi, Gy) in nixtamalized corn flours with and without germ were
quantified. Microstructural changes were detected in nixtamalized corn germ. In
addition, it is showed the presence of crystalline compounds (CaCOg3) in the germ
of corn nixtamalized with 2.1% (w/w) of Ca(OH), and 9 h of steeping time. Calcium
content in nixtamalized corn flours with germ was significantly higher (p < 0.05)
compared to corn flours without germ. The flours without germ showed statistically
significant differences (p < 0.05) in the peak value of apparent viscosity compared
to corn flours with germ. The particle size distribution in nixtamalized corn flours
with germ and without germ was homogeneous at long steeping times and finer
flour was obtained by increasing the concentration of Ca(OH), used in the process.
No significant changes were detected in FA content of oil extracted from germ of
nixtamalized corn samples compared to oil from native corn. The effect of the
concentration of Ca(OH); in Sl of experimental samples was significantly (p < 0.05)
higher compared to the steeping time. The IP in all experimental samples was
higher than the maximum allowed by the NMX F-154-SCFI-2005. The presence of
the germ and the concentration of Ca(OH), used in the nixtamalization process (p <
0.05) had a significant effect on aflatoxin Bi, B,, G; and total aflatoxin
concentrations in nixtamalized corn flours. Finally, these results show evidence of
the importance of the germ in the physical and chemical properties of nixtamalized
corn flours obtained by the traditional method and reduction of aflatoxins
contamination in these foodstuffs. Corn flours obtained with 1.4% w/w of Ca(OH),
and 6 h of steeping time showed suitable chemical, physical and nutritional
properties to improve consumer health and organoleptic properties of final
products.

Keywords: germ, nixtamalization process, fatty acids, aflatoxins.
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1. INTRODUCCION

El maiz en sus diversas formas de consumo es el alimento principal en la
dieta de la poblacién mexicana. EI consumo promedio de maiz per capita es de
342 g/dia, el cual es mayor con respecto a otros cereales como el trigo (98 g/dia) y
el arroz (14 g/dia) (FAO, 2009). México se encuentra entre los primeros diez
paises productores y consumidores de maiz; no obstante, su produccion no es
suficiente para cubrir el consumo interno, por lo que se encuentra entre los
primeros cinco paises importadores de maiz (SE, 2012). En México y algunos
paises de Centroamérica la mayoria de productos a base de maiz son sometidos
a un tratamiento térmico-alcalino conocido como nixtamalizacion (Rodriguez et al.,
2008). La nixtamalizacion adiciona calcio al maiz y genera cambios en sus
componentes, provocando transformaciones en las propiedades fisicoquimicas y

un mejoramiento en la calidad nutricional del producto final (Gutiérrez et al., 2007).

Acorde con algunos reportes proporcionados por la FAO (1993) se indica
que las poblaciones que ingieren grano de maiz desgerminado obtendrdn menor
cantidad de acidos grasos, ya que el germen es responsable de mas del 35 % de
acidos grasos presentes en el maiz integro (Klaus y Karel, 1991). En este sentido
es importante sefialar que en el aceite del germen de maiz se encuentran algunos
acidos grasos esenciales para el organismo como son el acido linolénico y
linoleico, considerados &cidos grasos omega-3 y omega-6 respectivamente
(Williams, 2000). Sin embargo, durante el proceso de nixtamalizacion, los lipidos
son modificados por una reaccion de saponificacion entre los acidos grasos libres
y el hidréxido de calcio utilizado en el proceso, formando sales de calcio de acidos
alifaticos y desencadenandose la formacién de especies reactivas de oxigeno
(Yahuaca-Juérez et al., 2013). Fernandez-Mufioz et al. (2002) y Rojas-Molina et al.
(2009) demostraron que los cambios en las propiedades fisicas y quimicas de las
harinas de maiz estdn en funcion de las condiciones del proceso vy
almacenamiento. Por otro lado, Bressani et al.,, (2001) caracterizaron las

propiedades fisicas y quimicas de las harinas de maiz nixtamalizado por el método



industrial y comprobd que la distribucion y tamafio de particula, asi como la
absorcién de agua estdn asociadas con la aceptabilidad y funcionalidad de la
tortilla. La distribucion del tamafio de particula y el desarrollo de viscosidad
aparente se consideran criterios importantes que garantizan buenos atributos de
textura en los productos nixtamalizados que son deseables para el consumidor
(Palacios-Fonseca et al., 2009). Adicionalmente, el perfil de viscosidad de las
harinas elaboradas con maiz nixtamalizado también depende de la formacion de
un complejo fibra soluble-insoluble y la exudacion de la amilosa del granulo de
almidon durante el desarrollo de la viscosidad (Cornejo-Villegas., et al 2010). De la
misma manera, Méndez-Montealvo et al. (2007) demostraron que la molienda del
nixtamal, la mezcla entre el almidon parcialmente gelatinizado con los lipidos
presentes en el grano son factores que influyen en el desarrollo de viscosidad de

las harinas.

La mayoria del maiz destinado a la industria molinero-tortillera y harinera
han sido contaminados por insectos, acaros, bacterias y hongos los cuales atacan
en el campo y durante el almacenamiento del grano (Vazquez-Duran et al., 2014).
Muchos de los hongos producen sustancias téxicas (micotoxinas) que causan
dafio a los humanos y a los animales que las consumen, las aflatoxinas son
producidas por el hongo Aspergillus flavus y A. parasiticus, y se ha demostrado
que son altamente peligrosas para el ser humano (Marin et al., 2013). La
nixtamalizacion puede ser una alternativa para inhibir la presencia y/o el poder

mutagénico de las aflatoxinas en el maiz (Torres et al., 2001).

Con base en las investigaciones sefialadas anteriormente, el propdsito de
este trabajo fue evaluar por primera vez, el efecto del germen de maiz en las
propiedades fisicas, quimicas y los niveles de aflatoxinas de harinas de maiz
nixtamalizado por el método tradicional elaboradas a diferentes concentraciones
de Ca(OH), y tiempos de reposo, a fin de identificar las condiciones de proceso
para obtener harinas nixtamalizadas con las propiedades reolégicas vy

nutrimentales apropiadas para consumo humano.



2. ANTECEDENTES

2.1 Origen del maiz

Maiz, palabra de origen indio caribefio, significa literalmente «lo que
sustenta la vida». Desde el punto de vista botanico, el maiz (Zea mays) pertenece
a la familia de las gramineas y es una planta anual alta dotada de un amplio
sistema radicular fibroso. Se trata de una especie que se reproduce por
polinizacion cruzada. La flor femenina (elote, mazorca, choclo o espiga) y la

masculina (espiguilla) se hallan en distintos lugares de la planta. El cultivo del

maiz tuvo su origen con toda probabilidad en América Central, especialmente en
México, de donde se difundié hacia el norte hasta Canada y hacia el sur hasta
Argentina. La evidencia mas antigua de la existencia del maiz, de unos 7000 afios,
ha sido encontrada por arqueédlogos en el valle de Tehuacan (México) pero es

posible que hubiese otros centros secundarios de origen en América (FAO, 1993).

2.2 Morfologia del grano de maiz

A continuacién se describirdn las cuatro estructuras fisicas fundamentales
del grano las cuales son: pericarpio o cascara, endospermo, germen y pilorriza o

cofia (Figura 1).

Cascara

Endospermo
Endospermo harinoso
Endospermo comeo X ’
s Pericarpio
Testa
Células tubulares
Células cruzadas
1 Mesocarpio
Aleurona A i . Epidermis

Granulos de

Germen
Plimula

Escutelo
Radicula

Figura 1. Estructura anatomica del grano de maiz (Hoseney, 1991).



2.2.1 Pericarpio

El pericarpio comunmente llamado “cascara”, es la parte mas externa del
grano. Esta estructura recubre por completo al endospermo y al germen, también
se le conoce como cubierta seminal. Las capas que conforman el pericarpio desde
la parte mas externa del grano hacia el interior son: 1) epidermis, 2) mesocarpio,

3) células cruzadas, 4) células tubulares y 5) testa.

Desde el punto de vista morfologico, el pericarpio esta constituido por un
conjunto de fibras de celulosa (23 %) inmersas dentro de una matriz formada por
hemicelulosa (67 %). Ambas estructuras estdn compuestas de cadenas
construidas a partir de mondémeros de glucosa unidas mediante puentes
glucosidicos, en ellas se incluyen los acidos poliurénicos, que son polisacaridos
con grupos &cidos en el carbono 6 de la unidad monosacarida. Otro componente
importante del pericarpio es la lignina, aunque no es un polisacarido, aparece
generalmente asociada a las fibras de celulosa cuyas unidades estructurales son
derivadas del 3,4 dihidroxifenil-propano (Watson, 2003).

2.2.2 Endospermo

El endospermo estad conformado en su mayoria por células alargadas en
cuyo interior se encuentran los paquetes de granulos de almidén en forma esférica
0 poliédrica con un diametro entre 5 a 30 ym (Schoch y Maywald, 1956). En el
grano de maiz se distinguen dos tipos de endospermo: el suave o harinoso y el
duro, cuya relacion esta asociada con la dureza del grano. Ambos tipos de
endospermo estan comprimidos por la matriz proteinica que encapsula los
granulos de almidon. El endospermo harinoso se localiza en la fisura central del
grano, en donde los granulos de almidén recién formados se depositan, los cuales
al aumentar de tamafio dan lugar a que la matriz proteinica se estire y se torne
mas delgada. El endospermo duro se encuentra principalmente en las partes
laterales del grano. La matriz proteinica que lo recubre es mas gruesa y resistente,
la cual comprime los granulos de almidon, mismos que adquieren una forma
poliédrica; no presentan cavidades aéreas y son de aspecto traslicido. La

estructura mas externa del endospermo se llama capa de aleurona y lo separa del
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pericarpio, igualmente la sub-aleurona cubre y delimita al endospermo y al germen
(Watson, 2003; Rojas, 2008).

2.2.3 Germen

El germen formado por el embrion y el escutelo almacena nutrimentos y
hormonas, los cuales son movilizados a todo el grano por enzimas sintetizadas
durante las etapas iniciales de la germinaciéon (Logan et al., 2001). La radicula que
da origen al nuevo embridn, contiene todas las enzimas esenciales, nutrientes y

material genético para producir una nueva planta de maiz.

El embrion (Figura 2) representa el 10 % de la estructura y se desarrolla
durante la germinacién. Por otro lado, el escutelo (Figura 2) comprende el 90 %
restante del germen; en esta estructura se encuentran presentes los lipidos como
componentes mayoritarios en forma de gotas microscopicas denominadas
esferomas o cuerpos grasos (CG) con un diametro de 1 a 1.3 micras y
compuestas por una membrana de proteinas y lipidos. De igual manera, el
escutelo almacena los nutrientes durante la geminacion. La superficie del escutelo

esta en contacto con el endospermo (Klaus y Karel, 1991; Watson, 2003).

CZBEB MM

Figura 2. Micrografias de germen nativo. a) corte transversal del germen. b)
corte longitudinal del germen.



2.2.4 Cofia

La cofia constituye la fraccion minoritaria del grano y representa menos del
1 % del peso del grano de maiz. La cofia es una estructura fibrosa que mantiene al
grano unido con el olote y por la cual se transportan los nutrientes que el grano
necesita durante la etapa de crecimiento. Esta estructura esta constituida
principalmente por celulosa; entre la base del germen y la punta se encuentra un
tejido negro conocido como capa hilar que funciona como sello del grano cuando

éste ha alcanzado cierta madurez.

Dentro de la cofia se expone una capa circular café oscura conocida como
capa negra que se encuentra en contacto con la base del germen y del
endospermo. Esta capa separa y probablemente tiene la funcién de sellar la punta
al grano, la cual es empleada como barrera que protege al grano contra la
invasion de insectos y microorganismos. La cofia se encuentra conectada con la
capa de células tubulares del pericarpio, lo que permite la distribucion de
nutrientes, la difusibn de agua y de calcio hacia el endospermo (Klaus y Karel,
1991; Serna, 1996).

La distribucién ponderal de las distintas partes del grano se indica en el
Cuadro 1. El endospermo es la parte mayoritaria del grano y le corresponde cerca
del 83 % de su peso, en tanto que al germen y al pericarpio le corresponde el 11y
el 5 % respectivamente de su peso total. El resto del grano lo constituye la
pilorriza, estructura cénica que junto con el pedicelo une el grano a la espiga
(FAO, 1993).

Cuadro 1. Distribucion ponderal de las principales partes del grano.

Porcentaje de
Estructura distribucion
ponderal
Pericarpio 5-6
Aleurona 2-3
Endospermo 80-85
Germen 10-12

Fuente: FAO, 1993



2.3 Composicion quimica del maiz

Las partes principales del grano de maiz difieren considerablemente en su
composicién quimica como se puede observar en el Cuadro 2. La cubierta seminal
O pericarpio se caracteriza por un elevado contenido de fibra cruda,
aproximadamente el 84%, la que a su vez esta formada fundamentalmente por
hemicelulosa (67 %), celulosa (23 %) y lignina (0.1 %). EI endospermo, en cambio,
contiene un nivel elevado de almidén (87 %), aproximadamente 9 % de proteinas

y un contenido de grasas crudas relativamente bajo (FAO, 1993).

Por ultimo, el germen se caracteriza por presentar contenidos elevados de

grasa cruda (34 %), proteina (20 %) y minerales (11 %).

Cuadro 2. Composicién quimica proximal de las principales estructuras del
grano de maiz (g/1009).

Componente Pericarpio | Endospermo | Germen
guimico
Proteinas 4 9 20
Extracto etéreo 1 1 34
Fibra (_:ruda mas 84 5 14
hemicelulosa
Cenizas 0.3 0.2 10
Almidon 7 87 8
Azucar 0.5 0.5 12

Fuente: Klaus y Karel, 1991

2.3.1 Almidén

El componente quimico principal del grano de maiz es el almiddn, al que
corresponde hasta el 72-73 % del peso del grano. Otros hidratos de carbono son
azucares sencillos en forma de glucosa, sacarosa y fructosa, en cantidades que
varian del 1 al 3 %. El almidon esta formado por dos polimeros de glucosa:
amilosa y amilopectina. La amilosa es una molécula esencialmente lineal de
unidades de glucosa, que constituye hasta el 25-30 % del almidén. El polimero
amilopectina también consiste de unidades de glucosa, pero en forma ramificada y
constituye hasta el 70-75 % del almidon. La composicion del almidén viene

determinada genéticamente. En el maiz comun, ya sea con un endospermo de
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tipo dentado o cérneo, el contenido de amilosa y amilopectina del almidén es tal
como se ha descrito anteriormente, en el caso del maiz ceroso éste se caracteriza
por contener un almidon formado totalmente por amilopectina (Boyer y Shannon,
1987).

2.3.2 Proteina

Las proteinas constituyen después del almidén el siguiente componente
quimico del grano por orden de importancia. En las variedades comunes, el
contenido de proteinas puede oscilar entre el 8 y el 11 % del peso del grano, y en
Su mayor parte se encuentran en el endospermo. Las proteinas de los granos del
maiz han sido estudiadas ampliamente, y segun Landry y Moureaux (1970, 1982),
estan formadas por lo menos por cinco fracciones distintas. Conforme a su
descripcion, las albuminas, las globulinas y el nitrdgeno no proteico totalizan
aproximadamente el 18 % del nitrdgeno total con proporciones del 7 %, 5 % y 6 %

respectivamente.

2.3.3 Fibra

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

paredes celulares del endospermo y en menor cantidad en las del germen.

2.3.4 Minerales

La concentracion de cenizas en el grano de maiz es aproximadamente del
1.3 %, so6lo ligeramente menor que el contenido de fibra cruda. El contenido de
minerales de algunas muestras de maiz de Guatemala se indica en el Cuadro 3.
Los factores ambientales influyen probablemente en dicho contenido. El germen
es relativamente rico en minerales, con un valor medio del 11 %, comparado con
menos del 1 % en el endospermo. Por lo tanto, el endospermo proporciona cerca
del 78 % de todos los minerales del grano. El mineral que mas abunda es el
fésforo, en forma de fitato de potasio y magnesio. Como sucede con la mayoria de



los granos de cereal, el maiz tiene un bajo contenido de Ca y de oligoelementos
(FAO, 1993).

Cuadro 3. Contenido de minerales del maiz.

Mineral Concentracién
(mg/100 g)
P 299.6 +57.8
K 324.8 £ 33.9
Ca 48.3 +12.3
Mg 107.9+9.4
Na 59.2+4.1
Fe 48+1.9
Cu 1.3+0.2
Mn 1.0+0.2
Zn 46+1.2

Fuente: Bressani et al., 1989

2.3.5 Acidos grasos

En el germen de maiz se encuentra entre el 81 y el 85 % del aceite total
del grano. El aceite esta constituido en su mayoria por triglicéridos y otros tipos de
lipidos minoritarios (Watson, 2003). ElI germen contiene un 25-30 % de aceite
obtenido de una molienda seca, en tanto que en una molienda humeda se obtiene
entre 45 — 50 % de aceite. En el Cuadro 4 se muestra la composicion total de

aceite en el maiz.

Cuadro 4. Composicion total de aceite en el maiz.

Componente Aceite Aceite
crudo (%) | Refinado (%)
Triglicéridos 95.6 98.8
Acidos grasos libres 1.7 0.03
Ceras 0,05 0.0
Fitoesteroles 1.2 1.1
Tocoferoles 0.06 0.05

Fuente: White, 2003



2.4 Importancia de los acidos grasos en la dieta
Las grasas son combinaciones de muchos acidos grasos diferentes, todos

con funciones especificas en el cuerpo, y se les nombra con base a su estructura
quimica, que puede ser saturada o no saturada. Los acidos grasos saturados
(SFA) son una cadena de atomos de carbono, similar a una cadena de eslabones,
y no tienen enlaces dobles. Los acidos grasos no saturados tienen dobles enlaces
dentro de la cadena de carbono, lo que hace que la estructura se doble. Los
acidos grasos insaturados que tienen un doble enlace entre dos &tomos de
carbono se denominan &cidos grasos monoinsaturados (MUFA). Aquellos que
tienen mas de un doble enlace se denominan acidos grasos poliinsaturados
(PUFA) y se definen también con base en donde se encuentra el primer enlace
doble dentro de la cadena de carbono (Figura 3). Los PUFA se conocen como
acidos grasos omega 3 y omega 6. Dos de estos acidos grasos poliinsaturados
son esenciales, lo que significa que deben ser consumidos en la dieta porque no
pueden ser sintetizados en el cuerpo humano. Estos dos acidos grasos son el
acido linoleico, que es un acido graso omega 6, y el acido a-linolénico, que es un
acido graso omega 3 (CISAN, 2011).

De acuerdo a lo mencionado por Herrera et al. (2006) la relacion de acidos
grasos omega 6: omega 3 (2:1) ha perdido el equilibrio porque el consumo de
omega 6 ha aumentado y no corresponde a esta proporcién que se recomienda
desde el punto de vista nutricional. La evidencia es clara en cuanto a que las
grasas omega 6 (acido linoleico) son esenciales para un 6ptimo funcionamiento
del cuerpo y para el mantenimiento de la salud. Todos los estudios demuestran su
funcién en la reduccion del colesterol total y en la reduccion del riesgo de

enfermedad cardiaca coronaria (CISAN, 2011).
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Figura 3. Acidos grasos.

En el aceite del germen de maiz se encuentran acidos grasos esenciales
como son los acidos a-linolénico y linoleico; como se menciond anteriormente son
considerados a acidos grasos esenciales omega 3 y omega 6 respectivamente. El
acido araquidonico también esta involucrado en la misma ruta biosintética del
omega 6. Por otro lado, el acido oleico es un acido grasos omega 9 que del mismo
modo a diferencia de los acidos grasos omega 6, no se consideran acidos grasos

esenciales (Williams, 2000).

2.4.1 Acidos grasos presentes en el germen de maiz
Cuando el maiz es sometido a un tratamiento térmico alcalino los lipidos

presentes en el germen fijan calcio por medio de la formacién de sales de acidos
grasos alifaticos o porque de la hidrolisis de los enlaces de éster de los acidos
grasos contenidos en mono, di y triglicéridos, forman acidos grasos saponificados
y glicerol (Yahuaca-Juarez et al., 2013). Las sales de calcio son las portadoras de
calcio que se incorporan en las capas periféricas del endospermo durante el
proceso de nixtamalizacion. Por el contrario, el calcio que se fija en el pericarpio
es desechado en el nejayote (licor alcalino de coccién), debido a que la
hemicelulosa del pericarpio se degrada solubilizandose.

Por lo tanto, el calcio contenido en los productos nixtamalizados como las

tortillas es atribuido principalmente al calcio fijado al germen (Reed, 2001).
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Martinez-Flores et al. (2006) menciona que la calidad nutrimental de lipidos
extraido disminuye a medida que la cantidad de hidréxido de calcio utilizado en el
proceso de nixtamalizacion aumenta. De igual manera en tiempos de reposo
prolongados, el incremento en el contenido de calcio en el grano de maiz durante
la nixtamalizacion podria estar relacionado con la formacion de sales a través de
la interaccion del calcio con los acidos grasos del germen (Gutiérrez et al., 2007) y

la interaccion con los acidos grasos.

2.4.2 Composicion de los acidos grasos del germen de maiz
El aceite del grano de maiz se encuentra fundamentalmente en el germen

y esta determinado genéticamente de acuerdo a la variedad de maiz. El Cuadro 5
muestra la composicion del aceite de maiz, en el cual se puede observar el nivel
bajo de acidos grasos saturados como son el &cido palmitico y el 4cido estearico
con un valor promedio de 9 % y 3 % respectivamente. Por el contrario, el aceite de
este cereal contiene niveles relativamente elevados de acidos grasos

poliinsaturados, fundamentalmente &cido linoleico con un valor promedio de 40 %.

Por otra parte, se han encontrado cantidades reducidas de acido linolénico
y araquidonico. Adicionalmente, el aceite de maiz es relativamente estable, por
contener Unicamente pequefias cantidades de acido linolénico 0.7 % y niveles
elevados de antioxidantes naturales presentes en frutas, legumbres, verduras,
hortalizas y cereales. El aceite de maiz goza de gran reputacién a causa de la
distribucién de sus &cidos grasos, fundamentalmente &acido oleico y linoleico.
Teniendo en cuenta esto, quienes consumen maiz degerminado obtienen menos

aceite y acidos grasos que quienes consumen el grano entero (FAO, 1993).

Cuadro 5. Composicion del aceite de maiz en términos de acidos grasos.

Acido Graso %
Palmitico (C16:0) 7-11
Miristico (C14:0) 1-2
Esteérico (C18:0) 3-4
Oleico (C18:1) 25-35
Linoleico (C18:2) 50-60

Fuente: Klaus y Karel, 1991
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2.4.3 Sales de los acidos grasos del germen de maiz

Reed. (2001) caracterizo las sales de calcio formadas en el proceso de
nixtamalizacion a través de la saponificacion de los &cidos grasos presentes en el
germen con Ca(OH),. Por medio de andlisis termogravimétrico, difraccion de rayos
X y espectroscopia infrarroja se reporté el comportamiento térmico de las sales de
acidos grasos expuestas a elevadas temperaturas simulando las condiciones en
las que estan expuestos en varios procesos industriales. Estos autores
concluyeron que la descomposicion de las sales de los &cidos grasos que se
forman en el germen durante la nixtamalizacién ocurre a temperaturas superiores
a las reportadas para este proceso. La solubilidad de las sales de acidos grasos
se ve afectada por la carga en la que se encuentra el calcio en las diferentes
sales. Las sales de los &cidos grasos con iones monovalentes son solubles en
agua, en tanto que las sales formadas con iones divalentes como el calcio (Ca*?)
son insolubles en agua (Reed, 2001). También se ha reportado que la
digestibilidad de los &cidos grasos en el organismo disminuye con la presencia de
iones calcio. La formacion de sales de &cidos grasos reduce la absorcion de grasa
y energia absorbida por el organismo contribuyendo a la disminucion de colesterol
en la sangre; sin embargo, afecta la absorcion de acidos grasos esenciales para el

organismo (Fleischman et al., 1967; Bierenbaum et al., 1972; Denke et al., 1993).

2.5 Produccién de maiz a nivel mundial

En el mundo se cosechan cerca de 160 millones de hectareas de maiz, el
21 % de la cosecha corresponde a EE.UU. seguido de China con un 20 %, Brasil

con 8 %, India y la Unién Europea con un 5 % para cada uno y México con 4 %.

El nivel de produccién de maiz depende de la superficie destinada al
cultivo y de los rendimientos del mismo. En el caso de Estados Unidos de
Norteamérica es el pais que mas superficie destina a este cultivo y cuenta con uno
de los rendimientos mas elevados del mundo (9.6 toneladas por hectarea), razén
por la cual es el primer productor de dicho grano. Le sigue China que destina casi

la misma superficie a este cultivo, pero cuyo rendimiento es menor (5.3 toneladas
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por hectarea), esto hace que su produccion sea aproximadamente 50 % menor a

la correspondiente a los Estados Unidos de Norteamérica.

El Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA sus siglas en
inglés) indica que la produccion mundial de maiz ascendié a 829 millones de
toneladas. Sin embargo, la cantidad de maiz que se produce en México no es
suficiente para abastecer el consumo del pais, por lo que se encuentra entre los

primeros cinco paises importadores de este cereal (Cuadro 6) (SE, 2012).

Cuadro 6. Produccion y consumo de maiz en México (Millones de

toneladas)

2009/2010 2010/2011 2011/2012

Produccion | Consumo | Produccion | Consumo | Producciéon | Consumo

20.374 30.200 21.130 29.000 20.500 30.300

Fuente: SE 2012

2.5.1 Consumo de maiz y tortilla en México

El consumo de maiz en el mundo aumentd a partir del afio 2003, dicho
aumento se explica principalmente por una mayor demanda por parte de los
Estados Unidos de Norteamérica. Este incremento surgié a partir del afio 2008
cuando se inicia el plan a 20 afos para sustituir la gasolina por etanol obtenido a
partir de maiz. Este hecho marcdé el inicio de la era en la que diversos productos
alimentarios se comenzaron a utilizar para uso no alimentario, reduciéndose de
esta manera la disponibilidad del maiz para el consumo humano y animal (SE,
2012).

Garcia-Uriguen, (2012) determind la ingesta diaria de tortilla y sus
derivados a través de seis niveles socioecondmicos, los cuales estan
representados en el Cuadro 7. En el cuadro anterior el segmento E es el mas
vulnerable desde el punto de vista adqusisitivo y representa el 6.7 % de la
poblacion, D es el segundo segmento mas pobre del pais, el cual representa el
18.3 % de la poblacién, D+ se considera el segmento mas representativo de la

sociedad mexicana y constituye el 35.8 % de la poblacién, C es denominado el
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nivel medio, se encuentra por arriba del promedio poblacional de bienestar, repre-
senta 17.9 % de la poblacion, C+ segundo estrato con méas alto nivel socioeco-
nomico y comprende el 14 % de la poblacién. Por ultimo A/B es el estrato con el
mas alto nivel de vida e ingresos en el pais y representa el 7.2 % de la poblacion.
Por otro lado, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA) en el 2011 menciona que el consumo per capita
humano (kg) de maiz amarillo y blanco para el 2011 incrementd un 3.6 % respecto
al afo pasado, pero del mismo modo CONEVAL en el 2010 reporta el consumo
diario de tortilla por persona dependiendo de las zonas, sefialando que en la zona
rural se consumen aproximadamente 217.9 g, en tanto que en las zonas urbanas

se consume 155.4 g de tortilla.

Cuadro 7. Ingesta diaria per capita en gramos.

Concepto A/B C+ C D+ D E
Tortilla de maiz 75.9 899 | 1251 153 160.4 | 1134
Derivados de maiz | 20.5 20.1 | 16.5 27.1 56.4 153.5

Fuente: Garcia-Uriguen, 2012

2.6 Nixtamalizacién

La nixtamalizacion es un proceso tradicional desarrollado en México, el
cual consiste en un tratamiento térmico-alcalino al que se somete el maiz para la
elaboracion de productos como la tortilla, tostadas, nachos, tamales, atole entre
otros. Este proceso inicia con la coccién del grano de maiz en una solucién de
hidréxido de calcio al 1 % (m/v) entre 20 y 70 minutos. Posteriormente, se deja
reposar entre 3-14 horas, transcurrido este tiempo, el agua de coccion llamado
nejayote se drena y el maiz remojado conocido como nixtamal se lava dos veces
con agua para remover exceso de cal, fragmentos de pericarpio, endospermo,
germen e impurezas que pudieran estar presentes en el grano. Por ultimo, los
granos de maiz hiumedo se muelen para obtener un granulado o masa con el que
se elaboran las tortillas. Por otra parte, el granulado se seca para obtener harinas
instantaneas de maiz nixtamalizado (NMX-187-SSA1/SCFI-2002) (Rodriguez et
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al., 2008). El diagrama de flujo para llevar a cabo el proceso tradicional de

nixtamalizacion se presenta en la Figura 4.

La nixtamalizacion tiene los siguientes propdésitos: 1) iniciar la remocion
parcial del pericarpio, 2) permitir la difusién del calcio en el grano, 3) facilitar la
disponibilidad de proteinas, 4) permitir la gelatinizacion parcial del granulo de
almidon (Rooney et al., 1999). El hidroxido de calcio usado en la nixtamalizacion
actla sobre los componentes de las paredes celulares y transforma la
hemicelulosa en gomas solubles, también provoca la saponificacion de los lipidos
presentes en el grano e interactla con las proteinas que se encuentran alrededor

de los granulos de almidon (Rooney et al., 1999; Reed, 2001).

Khan et al. (1982) compararon dos métodos de nixtamalizacion: el
tradicional o artesanal y el método comercial o industrial. No obstante que el
método artesanal gener6 mayor pérdida de materia seca, se elaboraron las
mejores tortillas en lo que se refiere a textura, sabor, color y aceptabilidad. El
procedimiento de coccion bajo presion utilizado en el método comercial produce
una masa pegajosa y tortillas de aspecto desagradable (FAO, 1993). En el
proceso de nixtamalizacién comercial, el grano de maiz es cocido por un sistema
de inyeccion en la presencia de Ca(OH),, el maiz cocido es lavado para remover
el exceso de cal y tierra con un molino de martillo, evitando con ello la etapa de
reposo. En otros procesos industriales el grano de maiz es sometido a una etapa
de coccién por 30-50 min aproximadamente, seguido de un remojo por 60-120 min
y por ultimo, el maiz cocido y remojado se lava, por lo que la etapa de reposo es
mas corta comparada con la que se emplea en el proceso de nixtamalizacion
tradicional (Bressani et al., 1997; Gutiérrez et al., 2007; Rojas et al., 2009).
Aungue en la nixtamalizacidbn comercial se emplea basicamente los mismos pasos
gue el proceso artesanal, el granulado obtenido se somete a dos operaciones
unitarias adicionales como el secado y la molienda, lo que genera como producto
principal una harina nixtamalizada, la cual se puede convertir en otros productos
nixtamalizados, mientras que en la nixtamalizacion tradicional se obtiene como
producto principal la masa nixtamalizada, la diferencia mas importante entre estos

dos productos es el porcentaje de humedad en harina aproximadamente es del 38
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% y en la masa este valor es del 46 %. Sin embargo, las condiciones de proceso
varian y esto afecta la calidad de los productos finales, por lo que se obtienen
tortillas con diferente textura y sabor (Bello-Pérez et al., 2002; Rodriguez et al.,
2008).

Por su parte, Bressani et al. (2004) demostraron que el tiempo de reposo
tiene un efecto significativo en el incremento del contenido de calcio en el grano de
maiz nixtamalizado. Asi mismo, Rojas et al. (2009) reportaron que el contenido de
calcio de harina de maiz obtenida del proceso de nixtamalizacion tradicional

incrementa con el tiempo de reposo y la temperatura de coccion.

N oV X

Cocimiento
Termo-alcalino

v

Reposo
Tiempo (5 - 16 h)

v

—» Humedad 32 — 36 %

Humedad - Nejayote
46—54 % € Nixtamal —
! (PH = 11)
Lavado

v

Molienda |—p Aperturaentre
Humeda piedras 3 mm

v

v

Moldead Muestra 28 - 35 g

oldeado

MATERIA PRIMA * Humedad 58 — 68

Puntos criticos . Temp =280 °C
Cocimiento Tiempo = 55 s

Productos ¢

Figura 4. Proceso tradicional de nixtamalizacion.
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2.6.1 Produccion de harinas instantaneas de maiz nixtamalizado
En México en el afio de 1949 se desarrollé el proceso para la elaboracion

de harinas de maiz, con la finalidad de prolongar la vida de anaquel de la masa
como subproducto del proceso de nixtamalizacion. A inicios del siglo XXI, se
destaca un 47.5 % méas de consumo de tortillas elaboradas con harina
nixtamalizada por el método comercial, esto es porque se reducen labores
intensivas y tediosas del proceso de fabricacién de la masa (cocimiento, reposo,
molienda) del método tradicional; el producto se presume, es mas homogéneo,
existe un mejor control higiénico durante su elaboracion, lo que permite aumentar
su vida de anaquel (Gomez-Aldapa et al., 1996). Sin embargo, su principal
desventaja es que contienen menos del 50 % de calcio que una harina
nixtamalizada producida por el proceso artesanal. Lo anterior, debido a la
remocion intencional del pericarpio en la etapa de lavado del proceso de

nixtamalizacion comercial (Rodriguez et al., 2008; Rojas et al., 2009).

Po el contrario en Suramérica, especialmente en Colombia y Venezuela, el
grano de maiz utilizado para preparar arepas, empanadas y pasabocas, no es
sometido a un proceso de nixtamalizacién. El grano de maiz utilizado para
preparar las arepas es fraccionado por un procedimiento mecanico que elimina
intencionalmente el pericarpio y la mayor parte del germen, este producto es
conocido como maiz trillado. Las harinas obtenidas de maiz trillado tienen menor
contenido de fibra y grasa, por esta razén son enriquecidas para mejorar su valor

nutrimental (Cuevas et al., 1985; Pineda-GOmez et al., 2012a).

2.6.2 Difusién de Calcio

Se pudo demostrar que la difusién de calcio se inicia con el pericarpio,
seguido por el germen y por ultimo en el endospermo (Reed, 2001). Por el
contrario Gutiérrez et al. (2007) sefalaron que la difusion de calcio ocurre de
manera quasi-simultanea en el pericarpio, endospermo y germen. Fernandez-
Mufioz et al. (2004) reportaron que el contenido de calcio en las harinas integrales
de maiz, pericarpio, endospermo y germen no mantiene una relacion directamente
proporcional con el tiempo de reposo. Esto es debido a que la difusién del i6n

calcio es un proceso no lineal, lo cual obedece a la morfologia del grano. El grano
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es un sistema de multicapas (pericarpio, endospermo, germen) y estas capas
exhiben diferentes propiedades fisicoquimicas. La solucion alcalina promueve los
cambios fisicoquimicos en la estructura del pericarpio, permitiendo la entrada
directa de Ca(OH), y agua al interior del endospermo y germen a traves de la

piloriza (Gutiérrez et al., 2007).

El germen es la segunda parte anatomica del maiz, después del
pericarpio, que presenta una mayor absorcién y retencion de calcio al ser
sometido al proceso de nixtamalizacion tradicional (Fernandez-Mufioz et al., 2004;
Gutiérrez et al., 2007). Esto es ocasionado por la presencia de células tubulares
en el pericarpio que tienen la funcion de distribuir y conducir el agua-calcio en el
grano. Después y durante el proceso de nixtamalizacion en el que se produce una
saturacion de calcio, las células tubulares pueden distribuir el exceso de calcio del

germen hacia el pericarpio y endospermo (Serna, 1996).

2.6.3 El proceso de nixtamalizacion como estrategia para incrementar la
ingesta de calcio en la dieta

El maiz junto con el trigo y el arroz uno de los cereales mas importantes
del mundo, suministra elementos nutritivos a los animales y los seres humanos,
pero el contenido de calcio esta por debajo de los requerimientos de la nutricion
humana, ya que el aporte de calcio de los cereales equivale a un 45 % del valor de
la leche (Reed, 2001). La leche y sus derivados son la principal fuente de calcio
en la dieta de los seres humanos. Los lacteos tienen la ventaja adicional de ser
buena fuente de proteina y otros micronutrientes, que son importantes para la

salud 6sea y la salud en general (IOF, 2006).

En los paises en desarrollo, como México, la ingesta de calcio de
productos lacteos es limitada, debido principalmente a su alto costo. Por el
contrario, el consumo de habas, maiz y vegetales como nopal es mas frecuente y
menos costoso. La eficiencia de la absorcion de calcio a partir de fuentes
vegetales es similar a la de los productos lacteos. Todo depende de la
concentracion de los inhibidores de calcio tales como el acido oxalico, acido fitico

o fibra dietética (Aguilera et al., 2013). De acuerdo a un estudio hecho por Spencer
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et al. (1988) el alto contenido de fosforo en la dieta mexicana tiene un efecto
negativo en el depdsito de calcio en el hueso.

Si bien el proceso de nixtamalizacién eleva los niveles de calcio en la dieta
diaria, este proceso no fija suficiente calcio para alcanzar la Ingesta Diaria
Recomendada (IDR) de este mineral para adultos que es de 1000 mg; razén por la
cual los productos de maiz nixtamalizados no pueden constituir la Gnica fuente de
calcio en la dieta (Reed, 2001). El contenido de calcio en el grano de maiz
nixtamalizado es mayor cuando se incrementa la temperatura de proceso y el
tiempo de reposo; sin embargo, es importante sefialar que el aumento en la
concentracion de calcio en el grano no es directamente proporcional al tiempo de
reposo, ya que a tiempos de reposo prolongados ocurre una disminucién en el
contenido de calcio del maiz nixtamalizado debido a pérdida de materia seca, la
cual se asocia con la solubilizacion del pericarpio en el nejayote (Gutiérrez et al.,
2007; Rojas et al., 2009).

2.7 Transformaciones estructurales y morfolégicas del maiz durante la
nixtamalizacién

El grano de maiz en su estado nativo tiene caracteristicas morfologicas y
estructurales que lo identifican, las cuales se modifican cuando el maiz es
sometido a un tratamiento termo-alcalino y varian dependiendo de las variables de
proceso que se utilicen. Estos cambios fisicos y quimicos conllevan efectos
notorios en las aplicaciones de las harinas nixtamalizadas dependiendo de los

productos que se quieran obtener.

2.7.1 Cambios morfolégicos
Por medio de imagenes morfologicas obtenidas por SEM (Scanning

Electron Microscopy), Gutiérrez et al. (2007) identificaron la presencia de calcio
por la apariencia de areas blancas en el endospermo y pericarpio sometido a
diferentes temperaturas y tiempos de reposo. Asi mismo, se comprobd la
presencia de microporos en el pericarpio lo cual confirma que el grano de maiz
sufre un proceso de percolacion durante el proceso de nixtamalizacion lo que

permite la entrada de calcio y agua al interior del grano. Watson (2003) describio
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la morfologia del grano de maiz, diferencio las partes que componen el germen,
embrion y escutelo y los subcomponentes de estas. En el embrion se identificé el
mesocotil una region de paquetes vasculares longitudinales de 10 um que unen al
embridn y escutelo y el coleoptilo (Cp) de forma alargada. En el escutelo (Figura 5)
se pueden identificar diferentes tejidos que lo componen. El epitelio (EL) es la
capa de células que limita con el endospermo duro, la parénquima son células
cilindricas cortas con paredes delgadas que contienen muchos orificios y espacios
intercelulares que facilitan el movimiento de material entre células y esta
compuesto por células que contienen nudcleo, citoplasma, algunos granulos de
almiddn y algunos cuerpos grasos (CG) que contienen aceite. La epidermis es una

capa de células que rodean la cavidad embrionaria (Watson, 2003).

Figura 5. Micrografia de la estructura del escutelo del germen del
grano maiz. Se muestra la presencia de la aleurona (Al), cuerpos
grasos (CG), la capa epitelial (EL) y el endospermo (E) (Watson, 2003).

2.7.2 Cambios estructurales
La técnica de difraccién de Rayos X ya ha sido utilizada para estudiar las
transformaciones estructurales en el grano de maiz nixtamalizado. Reed (2001)
utilizé esta herramienta para analizar el empaquetamiento de las sales de calcio

de los acidos grasos presentes en el germen dentro de una red cristalina y poder
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explicar el comportamiento térmico de la estructura solida, ya que esto tiene gran
influencia en la digestibilidad de alimentos debido a la presencia de sales de
acidos grasos. En otro estudio realizado por Gutiérrez et al. (2007) evidenciaron la
presencia de calcio en el endospermo del grano de maiz con alta calidad
proteinica (QPM), en donde se identificé la estructura cristalina de carbonato de

calcio.

2.8 Transformaciones fisicoquimicas del maiz durante la nixtamalizacion
Las caracteristicas fisicoquimicas de las harinas nixtamalizadas son

criterios importantes que deben de tomarse en cuenta para la elaboracion de
productos nixtamalizados como la tortilla y sus derivados. Algunos de los criterios
empleados para describir las propiedades fisicoquimicas de las harinas son el
tamafio de particula, el perfil de viscosidad aparente, asi como las
transformaciones quimicas que experimentan algunos componentes de las
harinas; los cuales son considerados como parametros para el control de calidad

de los productos finales (Fernandez-Mufioz et al., 2011).

2.8.1 Perfiles de viscosidad aparente
La viscosidad es la fuerza que se le aplica a un material (fluido) para

cambiar su estado original, cuando esta fuerza es proporcional al cambio que se
genera en el fluido se conoce como fluidos newtonianos, por ejemplo la miel,
cuando esta fuerza no es lineal a la deformacién generada se refiere a fluidos no
newtonianos donde el ejemplo mas claro es una solucion de agua con almidon.
Cuando se habla de viscosidad real se hace referencia a un sistema donde hay
condiciones normales y constantes, contrario a la viscosidad aparente donde se
tienen en cuenta ciertas condiciones como la agitacion, temperatura, etc (Malkin,
1994). En este sentido, Fernandez-Mufoz et al. (2011) sefialan que el perfil de
viscosidad puede ser considerado como un reflejo de los cambios que se
producen en los granulos de almiddn durante la gelatinizacion. Asi mismo, Acosta-
Osorio et al. (2011) mencionan que la viscosidad aparente esta dada por una
suspension acuosa de almidén durante agitacion, donde estad involucrada la
influencia de la relacion almidén-agua y el area superficial del almidén que esta en

contacto con el agua. Adicionalmente, estos autores consideran que el fenédmeno
22



responsable del desarrollo de la viscosidad es la gelatinizaciéon definida como una
propiedad del almidon muy importante, porque indica los cambios o transiciones

que sufre la estructura cristalina y la funcionalidad del almidén.

En el perfil de viscosidad se observa un hinchamiento del almidon a
medida que aumenta la temperatura, lo que conduce a una transferencia de agua
en la suspension de agua asociada con los componentes del almidén, amilosa y
amilopectina. Una vez que se alcanza una temperatura entre 60-70 °C disminuye
la organizacion molecular de los granulos de almidon y se pierde la estructura
cristalina del almidon. Este este proceso permite un incremento en la viscosidad
aparente y la solubilidad del almidon (Bertonili, 2010). Cornejo-Villegas et al.
(2013) describe el perfil de viscosidad de harinas de maiz para diferentes tamafos
de particula. En la Figura 6 se identifica la region 1 que indica la absorcion de
agua de los granulos mas pequefios de almidon, la regién 2 corresponde a la
gelatinizacion del almidén, en la regién 3 se localiza el pico de viscosidad esta
caracterizado por un incremento en la viscosidad aparente, en la region 4 la
viscosidad aparente disminuye y la temperatura permanece constante, esto indica
un estado de desorden en el almidon debido a la liberacion de moléculas de
amilosa hacia el exterior del granulo de almidon. Por ultimo, en la regién 5 se
observa nuevamente un incremento en la viscosidad como consecuencia de un

proceso de enfriamiento y un posible proceso de retrogradacion del almidén.

La viscosidad aparente para una harina de maiz nixtamalizado puede
depender de varios factores: Las particulas de tamafio mas grueso resultan en un
pico de viscosidad méas bajo, que se atribuye a que dichas particulas tienen una
capacidad muy limitada para absorber agua (Palacios-Fonseca et al., 2009); es
decir, a medida que el tamafio de particula de la harina nixtamalizada (camulos de
almidon) disminuye, se incrementa el pico de viscosidad porque hay mas
absorcion de agua (Fernandez-Mufoz et al., 2011). Por otra parte, el tiempo de
reposo tiene una relacion lineal con el aumento en el pico de viscosidad para
todos los tamafios de particula hasta las 7 horas de reposo (Cornejo-Villegas et
al., 2013).
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Figura 6. Perfil de viscosidad (Cornejo-Villegas et al., 2013).

2.8.2 Distribucién de tamafio de particula
La distribucion de tamafio de particula define la granulometria de
agregados o conglomerados. Este parametro se utiliza para conocer la
homogeneidad o polidispersion de las particulas presentes en una muestra, por lo
que es una propiedad intrinseca y es un criterio importante para la aplicacién de
las harinas de maiz (Gomez et al., 1991). Se ha sugerido que las particulas
pequefias son responsables de la absorcion de agua, cohesidn, plasticidad,

rolabilidad, suavidad de la masa y textura de las tortillas (Montemayor et al., 1983).

Se ha reportado que el tamafio de particula ademas de influir en la textura
de los productos nixtamalizados, tiene un efecto importante en el contenido de
calcio y en los perfiles de viscosidad aparente de las harinas de maiz
nixtamalizado, lo cual se ve reflejado en la calidad nutrimental de la tortilla. Estos
dos parametros se ven afectados con el tiempo de reposo y contenido de
humedad (Cornejo-Villegas et al., 2013). La proporcion en la que se encuentran
las particulas de diferente tamafio en las harinas determinan la aplicacion y
funcionalidad de los alimentos que se elaboran con dichas harinas (Sahai et al.,
2001).
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Para determinar el tamafio de particula o rendimiento de las harinas
utilizadas en la elaboracion de productos nixtamalizados, se aplica la norma NMX-
F-046-S-1980, la cual establece que por lo menos el 75 % del material debe pasar
por el tamiz 60 USA. El procedimiento consiste en un tamizado, que separa
mezclas con particulas de diferente tamafio por una serie de tamices o mallas, de
tal forma que las particulas atraviesen por los orificios de la malla y las de mayor
tamafo quedan retenidas en las mallas iniciales. Mediante una gréfica diferencial
se obtiene la distribucion de tamafo, donde se gréafica: Xi vs Dpi (Figura 7a).
También se puede interpretar el rendimiento de las harinas de maiz mediante una
grafica acumulativa, donde se tienen en cuenta los valores de fraccibn en masa
acumulada (FMTA) y fraccidon en masa retenida acumulada que atraviesa la malla
(FMPR) versus la abertura de cada malla (Figura 7b).

=4=FTR
=i=FTP

Fracciones totales

0,005 001 0015 002 0025 003

0 0,01 0,02 0,03 0,04 Aberturaretiene (in)
Dpi (in)

Figura 7. Distribucion de tamafio de particula. a) gréfica diferencial de harina de
maiz nixtamalizado. b) grafica acumulativa de harinas de maiz nixtamalizado

2.8.3 indice de peroxido e indice de saponificacion
Los métodos mas comunes empleados para evaluar el grado de deterioro

o0 descomposicion en un aceite son el indice de saponificacion (IS) y el indice de
peréxido (IP) (Yahuaca-Juarez et al., 2013). El aceite no es un producto estable y
cuando es sometido al proceso de nixtamalizacibn se generan factores

responsables de su baja estabilidad como la luz, oxigeno, temperatura, contenido
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de acidos grasos insaturados, metales y presencia o ausencia de antioxidantes
(Martinez-Flores et al., 2006).

De acuerdo con la norma NMX-F-154-SCFI 2005 el indice de peréxido
permite conocer el grado de oxidacion de un aceite, proporciona informacion de
un fendmeno que sufren los acidos grasos bien conocido como rancidez, el cual
puede ser producido por una auto-oxidacion de acidos grasos (Knothe y Dunn,
2003 y Yahuaca-Juérez et al., 2013a). Este proceso consiste en tres etapas
fundamentales. La etapa 1 involucra la formacién de radicales libres (lipido
radical) que pueden originarse por la presencia de un acido graso insaturado y
especies reactivas de oxigeno (-OH), 2). La etapa 2 se denomina de propagacién
y se refiere cuando radical de un acido graso (molécula muy inestable) reacciona
facilmente con oxigeno molecular para formar radicales hidroperoxidos, los cuales
pueden reaccionar con otros acidos grasos produciendo un radical de acido graso
diferente (reaccién en cadena) y peroxidos o hidroperoxidos que marca el inicio de
la siguiente etapa. La etapa 3 o de terminacién en donde los productos primarios
de la oxidacion (hidroperéxidos y peroxidos) se degradan en aldehidos, cetonas,
acidos, lactonas y alcoholes que son considerados los productos secundarios de
la reaccion (Figura 8). El indice de peréxido es importante en para evaluar los
productos primarios de la oxidacién de los lipidos (Porter et al.,, 1995; Lam y
Proctor, 2003; Yahuaca-Juarez et al., 2013a).

La norma NMX-F-174-SCFI 2006 establece el método para determinar el
indice de saponificacion de un aceite o grasa, el cual permite conocer la cantidad
de acidos grasos libres presentes en la muestra. La Norma Mexicana NMX-F-030-
SCFI 1985 menciona las especificaciones fisicas y quimicas que debe de cumplir
un aceite comestible puro de maiz, en el que se encuentra el indice de
saponificacion (mg KOH/g) con un intervalo de 187-197. En el Cuadro 8 se
indican las caracteristicas fisico-quimicas de referencia para aceite vegetal

comestible.
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Cuadro 8. Caracteristicas fisico-quimicas del aceite de maiz.

Parametro Minimo Méaximo Método de prueba
Estabilidad (horas OSI a
110°C) 5 NMX-F-017-SCFI-2005
Acidos grasos trans % 3.5 NMX-F-089-SCFI-2008

Humedad y materia volatil
%

indice de  Peréxido
meq/kg

Acidos grasos libres como
acido oleico %

indice de Yodo
g 1/ 100g

-—- 0.05 NMX-F-211-SCFI-2006

---- 2.0 NMX-F-154-SCFI-2005

-—- 0.05 NMX-F-101-SCFI-2006

107 135 NMX-F-152-SCFI-2011

Fuente: Norma Mexicana NMX-F-223-SCFI 2011

2.9 Transformaciones nutrimentales del grano de maiz durante la
nixtamalizacion

Como se menciond anteriormente en el Cuadro 2 el germen es la
estructura anatomica encargada de contener el 34% de &cidos grasos del grano
de maiz, la composicion del aceite de maiz tiene un gran valor nutrimental ya que

contiene los tres acidos grasos esenciales en la dieta del ser humano (Williams,
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2000). La formacion de sales de estos acidos grasos durante el proceso de
nixtamalizacion tiene efectos negativos en la disponibilidad de los acidos grasos

en el organismo humano (Reed, 2001).

El contenido de calcio en los productos nixtamalizados es importante
desde el punto de vista nutrimental, debido a la importancia del calcio en la dieta

humana (Cornejo-Villegas et al., 2010)

2.9.1 Contenido de acidos grasos
Los trabajos relacionados con las modificaciones que experimentan los

acidos grasos del germen del maiz nixtamalizado son muy limitados, entre éstos
se puede citar el trabajo realizado por Martinez-Bustos et al. (2001), quienes
encontraron diferencias en el contenido de acidos grasos entre el germen crudo y
nixtamalizado con 1.5 g kg™ de cal y 15 horas de reposo. El porcentaje de acidos
grasos disminuy6 de la siguiente manera: en el acido miristico fue entre 0.08 y
0.05, en el &cido palmitico fue de 15.95 a 14.62, en el 4cido estearico desde 3.04
hasta a 2.65, en el acido oleico de 36.6 a 33.722. Sin embargo, se presentd un
incremento en el acido linoleico y &cido linolénico de 43.5 a 47.28 y 0.92 a 0.96
respectivamente. La disminucion del contenido de &cidos grasos para germen
nixtamalizado es atribuido a la liberacién de estos durante la etapa de coccién y
reposo, combinado con la probabilidad de interaccion entre el hidroxido de calcio y
los &cidos grasos, generando sales saponificables de estos acidos grasos lo que
dificulta su extraccion. Los autores anteriormente sefialados no estudiaron las
variaciones en el perfil de los acidos grasos del germen nixtamalizado a otras

condiciones de proceso.

El analisis del perfil de acidos grasos de un aceite se realiza por
cromatografia de gases. La Norma Mexicana NMX-F-017-SCFI-2005 establece el
método para determinar la composicién de acidos grasos en un aceite de origen
vegetal. Este método se aplica a los ésteres metilicos de acidos grasos que
tengan de 8 a 24 atomos de carbono y que provengan de aceites vegetales. Esta
Norma Mexicana no es aplicable a &cidos grasos oxidados, polimerizados o

epoxidados.
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2.9.2 Contenido de calcio
Gutiérrez et al. (2007) demostraron que el germen es la segunda

estructura del grano (la primera es el pericarpio) que fija mayor contenido de calcio
durante la nixtamalizaciéon. Asi mismo, estos autores mencionan que el contenido
de calcio retenido en el grano nixtamalizado es mayor a tiempos prolongados de
reposo y a mayores temperaturas empleadas durante el proceso. Es importante
destacar que las harinas de maiz nixtamalizado por el método tradicional
contienen un mayor contenido de calcio comparadas con las harinas de maiz
nixtamalizado comerciales. Esto es de gran importancia desde el punto de vista
nutrimental, especialmente en México, ya que los productos nixtamalizados como
la tortilla constituyen la principal fuente de calcio para la poblacion en general
(Rojas et al., 2009).

La distribucion de tamafio de particula también tiene influencia en el
contenido de calcio de las harinas de maiz nixtamalizado, ya que se ha observado
que las particulas de menor tamafo tienen un mayor contenido de este mineral

(Palacios-Fonseca et al., 2009).

2.10 Contaminacién de maiz por aflatoxinas
Desde 1920 se ha reportado la contaminacion de maiz por el hongo

Aspergillus, pero sélo hasta 1970 se considera un problema grave (Payne, 1983).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura, mas conocida como FAO expone que aproximadamente el 25 % de
los cereales producidos en el mundo estdn contaminados con micotoxinas, de
acuerdo a la informacion presentada en el Cuadro 9, el sistema de alerta rapida
para los alimentos y semillas (RASFF) realizé un reporte anual en el 2012 en el
cual informa que la mayor cantidad de notificaciones de alerta por micotoxinas es

por las aflatoxinas (Marin et al., 2013).

29



Cuadro 9. Notificacion de micotoxinas en UE 2008-2012.

Micotoxinas | 2008 | 2009 | 2010 2011 | 2012 | Total

Aflatoxinas 902 | 638 649 585 484 3258
Deoxinivalenol
(DON) 4 3 2 11 4 24
Fumonisinas 2 1 3 4 4 14
Ocratoxina A 20 27 34 35 32 148
Patulina 3 3
Zearalenona 2 4 6
Total 933 | 669 688 635 525 3450

Fuente: RASFF, 2012

La agencia internacional para la investigacion en cancer (IARC) en el
2002 clasifica a las aflatoxinas como un agente cancerigeno probado, para
humanos (Grupo 1) (IARC, 2012)

2.10.1 Generalidades de las aflatoxinas
Las aflatoxinas son metabolitos secundarios tdxicos, conocidos como

micotoxinas (Figura 9). Estas toxinas estan formadas por anillos heterociclicos
oxigenados (anillos de pentenonas y lactonas) y son producidas en pequeias
cantidades por varias especies del hongo Aspergillus. Las aflatoxinas, se pueden
encontrar principalmente en cereales, frutos secos y especias. El maiz esta
frecuentemente contaminado con A. flavus que produce aflatoxinas Bi, B, y por A.
parasiticus que produce aflatoxinas B, B2, G1, G, alcanzando una tasa maxima de
produccion en el quinto dia, momento en que el hongo llega a la fase estacionaria
de crecimiento. EI nombre de estas cuatro aflatoxinas se debe al color de la
fluorescencia que emiten bajo la luz ultravioleta. Las AF tipo B tienen fluorescencia
Azul (Blue) y las de tipo G tienen una fluorescencia verde (Green). Las aflatoxinas
son termo-resistentes, estables a temperaturas elevadas hasta de 260 °C la
aflatoxina B, de cereales, llegando a 320°C la aflatoxina M; de los lacteos. Las
aflatoxinas son inestables cuando se les expone a la luz, particularmente a la
radiacion UV (Liu et al., 2006; Nakai et al., 2008; Marin et al., 2013).
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Figura 9. Estructuras de las Aflatoxinas (Steyn et al., 1980).

Algunos alimentos son sometidos a ciertos procesos fisicos, los cuales
pueden generar susceptibilidad en las aflatoxinas. Rustom (1997) sefiala que la
temperatura juega un papel importante en la destruccion de las aflatoxinas. Bajo
condiciones de coccién normales, las temperaturas promedio que se alcanzan
estan cerca a los 150 °C por lo que las aflatoxinas B; y G; no se destruyen. A
pesar de esto, la reduccion de estas micotoxinas también depende del grado de
contaminacion inicial, el tipo de Aflatoxina, el alimento en el que se encuentre, la
temperatura y el tiempo de coccion. Por otro lado, el cambio de pH de acido a
basico juega un papel importante en la inactivacion de las aflatoxinas a
temperaturas superiores a 100 °C, donde ocurre una hidrdlisis alcalina que abre el
anillo de lactona seguida por una descarboxilacion, lo que desencadena una
pérdida de fluorescencia y poder mutageno (Torres et al., 2001). Al igual que la
temperatura, la presencia de compuestos con carga eléctrica y la humedad en los
alimentos son un factor clave para la destruccion de las aflatoxinas. En alimentos
con mayor porcentaje de humedad la destruccion es mas sencilla. La presencia de
agentes oxidantes y reductores (peréxido de hidrogeno, ozono, hipoclorito de
sodio) puede modificar la estructura de las aflatoxinas ocasionando pérdida de la

fluorescencia (Castillo-Urueta et al., 2011).
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2.10.2 Biosintesis y biotransformacion de las aflatoxinas
Las aflatoxinas pertenecen a la familia de las dihidrofurano-cumarinas y

estan clasificadas en dos grupos de acuerdo a su estructura quimica. Las
aflatoxinas Bj, By, Baa, P1, Q1, L, My pertenecen al grupo de las difuro-cumaro-
ciclopentenonas y las aflatoxinas Gi, G2, G2a pertenecen al grupo de las difuro-

cumaro-lactonas (Nakai et al., 2008).

Las aflatoxinas B, B,, Gi1, G2 provienen de la misma ruta biosintética
(Figura 10) y son producidas naturalmente por el mismo hongo. Las aflatoxinas
son compuestos policeténicos que favorecen reacciones de condensacion en la
ruta metabdlica de los acidos grasos (Ehrlich et al., 2002). Este proceso que
consta de aproximadamente 23 reacciones de Oxido-reducciéon, donde se inicia
con la formacién de una unidad iniciadora hexanoil a partir del acetato y malonil

CoA, por la accion de dos genes de acido graso sintetasa (fas-1 y fas-2).

Posteriormente, esta unidad iniciadora se extiende a acido norsolorinico
(NOR), primer precursor estable, por accion de la policétido sintetasa (pksA). Por
altimo, NOR sufre entre 12 y 15 transformaciones enzimaticas hasta llegar a la
formacion de versicolorina A y B, a partir de la versicolorina A surgen las
aflatoxinas B; y Gi por medio de un intermediario llamado dimetil-
esterigmatocistina y por otro lado, la versicolorina B produce aflatoxinas B, y G»
por medio de la dihidro-dimetil-esterigmatocistina (Sweeney y Dobson, 1999;
Scherm et al., 2005).

En la Figura 10 también se puede observar que las AFB; y AFG;
provienen del mismo intermediario (O-metil esterigmatocistina) y se diferencian de
las aflatoxinas B, y G, que provienen de otro intermediario (Dihidro O-metil
esterigmatocistina) por la presencia de una insaturacion entre el Cg.9 del furano, lo
cual tiene un efecto en la toxicidad de estas AFs. Su efecto toxico, cancerigeno y
mutageno tiene el siguiente incremento AFB; > AFG; > AFG, > AFB, (Castillo-
Urueta et al., 2011).
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Figura 10. Ruta biosintética de las Aflatoxinas (Sweeney y Dobson, 1999). Enzimas involucradas: (a) lipasa
sintetasa, (b) policétido sintetasa, (c) acido norsolorinico reductasa, (d) acetato hemicetal versiconal
reductasa, (e) estereasa, (f;) versicolorina B sintetasa, (f,) versiconil ciclasa, (g) desaturasa, (h) O-
metiltransferasa (MT-II), (i) O-metiltransferasa, (j) O-metiltransferasa (MT-I). Genes involucrados: (A) fas-1A y
fas-2A, (B) pksA, (C) norl, norA, (D) avnA, (E) avfl (avflB y avflw), (F) vbs, (G) verB, (H) verlA y aflS, (I) omtA
y (J) ord1.

33



Se detectdé que concentraciones pequefias de AFB; no producen alta
toxicidad, ya que la mayoria de esta toxina se biotransforma, en el higado de los
mamiferos, en altas cantidades de metabolitos hidroxilados (AFM;, AFM,, AFP4,
AFQ: y AFL) menos toxicos (Figura 11), debido a un proceso de desintoxicacion.
Las aflatoxinas no son solubles en agua y el higado las biotransforma en
hidroxilados para que sean solubles en agua y pueden ser excretados por la orina,
fluidos biliares y por la leche, ayudando a bajar los altos niveles de AFB; y
disminuir su toxicidad (Eaton y Ramsdell, 1992). Aun asi, el organismo puede

acumularlos y estar en peligro (Hsieh, 1983).

Figura 11. Ruta de biotransformacién de AFB, (Eaton et al., 1994).

2.10.3 Colonizacion del hongo
La produccion de aflatoxinas esta asociada al estrés que sufre la planta en

su etapa de desarrollo, este estrés puede estar relacionado con falta de agua,
competencia con maleza, fertilidad inadecuada, sequias y plagas de insectos. La
contaminacion y propagacion del hongo se favorece durante la pre-cosecha, pos-
cosecha, y especialmente en la etapa de almacenamiento. En el deterioro fisico

del grano de maiz, generado por los insectos, estos abren heridas por donde



puede penetrar el hongo, y se contamina el maiz (Torres et al., 2001; Marin et al.,
2013).

Como se menciona anteriormente, la planta de maiz es vulnerable a la
contaminacion por el hongo en su etapa de desarrollo. Payne et al. (1988) y
Dolezal et al. (2014) describen la colonizacion del estigma y continia por medio
de canales hacia el interior del grano, esto puede llevar minimo 8 dias. Ritchie et
al. (1997) citan que la planta puede ser atacada por el hongo en sus seis etapas
de desarrollo: emision de estigmas (R1), ampolla (R2), leche (R3), masa (R4),
diente (R5) y maduracion fisioldgica (R6). Anderson et al. (1975) observaron que
la infeccidn por A. flavus en granos lesionados por insectos se observa en la etapa
R3. Payne et al. (1988) determinaron que en granos no lesionados la acumulacion
de aflatoxinas es en la etapa R5. Por ultimo Reese et al. (2011) inocularon granos
en etapas R2-R5 e identificaron susceptibilidad a la infeccion por A.flavus (Dolezal
et al., 2014).

La colonizacion dentro del grano inicia en la cofia o tip cap, seguido por el
embrion y escutelo del germen, por udltimo, se distribuye en el endospermo y
pericarpio por medio de células o canales tubulares, de igual manera las
aflatoxinas puede crecer directamente en el pericarpio y endospermo (Payne,
1983). Del mismo, Keller et al. (1994) hacen referencia que A. flavus y parasiticus
coloniza tejidos ricos en aceite, desde el embrién hacia el endospermo. Por otro
lado se menciona que el endospermo, tejido rico en almidén, permite el
crecimiento y la propagacién de A. flavus en el grano, pero no es el tejido preferido
por el huésped, ya que se detecto la presencia de A. flavus en el germen después
de 72 h de inoculacion con el hongo (Dolezal et al.,, 2013). Pese a las
discrepancias sobre la colonizacion del grano de maiz Dolezal et al. (2014)
confirmaron que la A. flavus coloniza el endospermo duro (Figura 12e), el cual una
vez deteriorado es sustituido por el endospermo harinoso. En general, la
consistencia del almidon es diferente, lo que afecta la apariencia fisica del grano
infectado comparado con granos no infectados. También se puede observar como
cambia notablemente la apariencia del germen torndndose descolorido y arrugado

(Figura 12).
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Figura 12. Granos de maiz infectados naturalmente con Aspergillus flavus
(Dolezal et al., 2014) Partes del grano: a. corona, b. pericarpio, c. aleurona, d.
endospermo harinoso, e. endospermo duro, f. escutelo, g. plumilla, h. raiz
primaria, i. células de transferencia, j. pedicelo, k. embrién y |I. germen.

2.10.4 Como actuan las AFs en el ser humano
La ingesta de alimentos contaminados con aflatoxinas produce una

enfermedad en animales y humanos Illamada aflatoxicosis. Esta puede
desencadenar efectos crénicos por ingerir niveles bajos (ng kg™) a moderados de
AFs (ug kgl), los cuales se manifiestan en baja absorcién de nutrientes,
crecimiento lento, baja respuesta a vacunas, inmunodepresion, cancer y
problemas renales. También puede producir efectos agudos al ingerir niveles
medios (ug kg™) a altos de aflatoxinas (mg kg™) y sus sintomas son hemorragias,
diarreas, dafios al higado, abortos, edema, alteracion en la digestion, en el
metabolismo de los alimentos, y en ocasiones la muerte (Bennett y Klich, 2003;
Castillo-Urueta et al.,, 2011). Los estudios epidemioldégicos muestran que el
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hepatocarcinoma (HCC) comUnmente se origina junto con la cirrosis y que hay
una interaccion sinérgica entre la hepatitis B y la AFB; para el desarrollo del HCC
(McKillop et al., 2006). Williams y Wilson. (1999) mencionaron que hay un
aumento de cancer y de hepatocarcinomas en regiones donde aumentd la

ingestion de alimentos contaminados con aflatoxinas.

Las aflatoxinas son metabolizadas por enzimas hepéaticas como el
citocromo P450, las isoformas involucradas en este proceso son CYP3A4, 3A5 y
1A2, las cuales transforman a la AFB; a su forma activa AFB;-8,9-exo-epoxido y
8,9-endo-epoxido. La AFB;-8,9-exo-epoxido reacciona con el ADN formando el
aducto 8,9-dihydro-8-(N7,-guanil)-9-hidroxi AFB; (AFB;-N,-Gua).Eeste aducto se
elimina en fluidos humanos y deja un sitio apurinico, el cual puede producir una
mutacion por interaccionar con otro nucleodtido. El aducto estable AFB;-
formamidoporimidina (AFB1-FAPY), se forma por la apertura del anillo de imidazol
de la guanina. (Figura 13) (Woo et al., 2011; Marin et al., 2013).
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Figura 13. Ruta de activacion metabodlica de las AFB; (Smela et al.,
2001).

Woo et al. (2011) observaron una transversion caracteristica G:C a T:A en
el codén 249 del gen p53 inducida por el aducto AFB;-DNA en pacientes con

HCC, determinando al aducto AFB;-DNA como un biomarcador de riesgo de HCC
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por exposicion a aflatoxinas. Igualmente se demostrd que el aducto AFB;-FAPY es
un potente bloqueador de la replicacion del ADN, e induce hasta seis veces mas la
transversion G:C a T:A (AGGC ~»AGIC) lo cual explica parcialmente la

mutagenicidad inducida por la AFB; (Smela et al., 2002).

Los aductos AFB;-DNA pueden ser disminuidos por la accion catalitica de
la Glutatibn-S-transferasa (GST) por medio de un ataque nucleofilico del grupo S-
H del glutatién sobre metabolitos electrofilicos (AFB1) o derivados xenobidticos y
endogenos. Esto da lugar a la formacion de conjugados AFB;-Glutation, lo cual
aumenta la solubilidad de la aflatoxina permitiendo rapidamente su excrecion
(Figura 15). Del mismo modo, la accion de la GST protege al ADN o evita la
formacion del aducto AFB;-DNA (Woo et al., 2011; Gross-Steinmeyer et al., 2012).

2.10.5 Importancia de la nixtamalizacion en el control de AFs

El maiz estd frecuentemente contaminado con aflatoxinas que son
transferidas directamente a las tortillas (Castillo-Urueta et al., 2011). De Arriola et
al. (1988) y Torres et al. (2001) reportaron que durante la coccién alcalina del
grano de maiz con CaO (1-3 %) los niveles de aflatoxinas en masa disminuyeron

en 97 % y en tortillas se redujo en un 98 %.

Torres et al. (2001) estudi6 las etapas involucradas en la producciéon de
tortillas y frituras de maiz por el método de nixtamalizacién tradicional e industrial,
observando se observa que el proceso de nixtamalizacion tradicional es mas
efectivo en la reduccion del contenido de aflatoxinas, debido a que involucra la

ebullicion del maiz en una solucion alcalina y una etapa de reposo (Figura 14).
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Figura 14. Contenido de aflatoxinas reducido durante las
operaciones involucradas en el proceso de tortilla y frituras por el
proceso tradicional e industrial (Torres et al., 2001)

Hay varios estudios contradictorios acerca de la nixtamalizacion como
método de control de las aflatoxinas, ya que no modifican de manera permanente
todas las aflatoxinas presentes en el maiz (Giddey et al., 1977; Price y Jorgensen,
1985; Torreblanca et al., 1986); Torres et al. (2001) mencionan que la conversion
de la molécula de aflatoxina a su forma original en medio acido se debera
considerar si el pH de los productos tratados no fue lo suficientemente alcalino
(pH=9.5). Por otro lado, Moctezuma-Zarate. (2002) y Price y Jorgensen (1985)
sefalan la reactivacion del efecto mutageno de las aflatoxinas durante el pH &cido
de cada una de las etapas de la digestion humana, comprobando que las
aflatoxinas no son eliminadas, por lo que el riesgo de cancer por su acumulacion
en el ADN es un peligro permanente. En un rango de pH 5-7.5 las aflatoxinas
continlan siendo activas biolégica y quimicamente y en pH &cidos del fluido
gastrico en el estbmago (2.5 pH) y pH basicos de la nixtamalizacion (11 a 12) se
disfraza o enmascara tanto el efecto mutageno como la fluorescencia de las
aflatoxinas (Moctezuma-Zarate, 2002). La acidificacion y posterior neutralizacion
de la masa (pH= 6-8) cierra el anillo de lactona generando la activacion de la

aflatoxina que recobra su fluorescencia.
39



De acuerdo a Torres et al. (2001), el tratamiento térmico alcalino que se le
aplica al maiz durante la nixtamalizaciobn causa una hidrdlisis en el anillo de
lactona de la aflatoxina formando sales solubles en agua, las cuales se pierden en
los lavados o se retienen en el nejayote. Moctezuma-Zarate (2002) menciona la
eliminacion del nejayote como una alta posibilidad de eliminacion de aflatoxinas y
no los cambios de pH generados por la cal utilizada en la nixtamalizacion. La

reduccion en la fluorescencia no siempre significa reduccion de la toxicidad.

2.10.6 Importancia de los componentes quimicos del maiz en el control de
aflatoxinas

El tiempo prolongado de exposicion del maiz frente al hongo patégeno
Aspergillus flavus, ha hecho que este cereal desarrolle mecanismos de proteccion
mediante el desarrollo de compuestos como flavonoides, monoterpenos, indoles,
carotenoides, etc., con propiedades antimutdgenas y anticancerigenas, estos han
sido llamados elementos de interferencia (Huang et al., 1994; Namiki, 1994;
Burgos-Hernandez et al., 2001a) En un estudio realizado por Burgos-Hernandez et
al. (2001b) se evaluaron extractos de maiz, los cuales fueron fraccionados por
cromatografia en capa fina (TLC), donde se midi6 la actividad anti-mutagénica
contra AFB; por medio de la prueba de Ames. Asi mismo, se elucidaron los
posibles compuestos responsables de la anti-mutagenicidad en algunas fracciones
de maiz. Se identifico al acido linoléico como uno de los compuestos y se
menciond que uno de los mecanismos de accion del &cido linoléico es interactuar
con el mutageno (AFB;) para evitar la disponibilidad de la AFB; y no generar
interaccion con el ADN bacterial (Salmonella typhimurium). El &cido linoléico tiene
la capacidad de suprimir la activacion metabdlica in vitro de AFB; (Firozi et al.,
1986). Finalmente, se ha reportado el papel de los &cidos grasos como inhibidores
de la generacion de superéxidos y peroxidos de hidrogeno por via mitocondrial
(Burgos-Hernandez el at., 2001a).
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3. JUSTIFICACION

El maiz es uno de los alimentos béasicos en la dieta de la poblacion
mexicana, donde la tortilla constituye la principal fuente de carbohidratos como
fuente de energia, asi como de lipidos, especificamente de algunos acidos grasos
esenciales como es el acido linoleico presente en el germen del maiz. No
obstante, la ingesta de maiz aun en cantidades moderadas por un tiempo
prolongado se convierte en una amenaza constante debido a su contaminacion
con micotoxinas, lo cual puede ocurrir desde la etapa de desarrollo del grano y
principalmente durante la cosecha. Las micotoxinas que representan mayor riesgo
para la salud del ser humano son las aflatoxinas que se encuentran con mayor
frecuencia en los cereales. Adicionalmente, se ha reportado que el grano de maiz
es colonizado por el hongo Aspergillus flavus, ésta colonizacién inicia en los
tejidos ricos en almidén como lo es el endospermo (Keller et al., 1994; Dolezal et
al., 2013). Por otra parte se ha sefialado que un tiempo prolongado de exposicion
del maiz al hongo A. flavus favorece que este cereal desarrolle mecanismos de
proteccion mediante la sintesis de compuestos como lipidos (acidos grasos),
flavonoides, monoterpenos, indoles, etc., con propiedades antimutagenas y
anticancerigenas (Burgos et al., 2001a). A este respecto, se ha reportado que el
acido linoleico tiene la capacidad de suprimir la activacion metabdlica in vitro de la
aflatoxina B;, a través de la interaccion quimica directa de éste acido (omega-6)

con la aflatoxina (Burgos et al. 2001b).

Uno de los cambios quimicos que experimenta el grano de maiz durante la
nixtamalizacion es el incremento en su contenido de calcio, siendo el germen una
de las estructuras en donde se fija una mayor cantidad de este mineral (Gutiérrez
et al., 2007). La fijacion del calcio en el germen durante la nixtamalizacion ocurre a
través de la reaccién de saponificacion entre el Ca(OH), y los acidos grasos
(Martinez-Flores et al., 2006). La nixtamalizacion del maiz con concentraciones de
Ca(OH), mayores al 1 % induce cambios en los lipidos modificando sus
propiedades nutraceuticas mediante reacciones de oxidacion (Yahuaca-Juarez et

al,. 2013). Por otra parte, es importante destacar que la adhesividad de las harinas
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de maiz nixtamalizado esta determinada por diferentes parametros como son su
contenido de calcio, la composicion quimica del grano de maiz y la distribucion de
tamafio de particula. La textura y adhesividad de las harinas del maiz
nixtamalizado se pueden predecir a través del perfil de viscosidad con el cual se
determinan las aplicaciones y la calidad de las harinas instantaneas de maiz
nixtamalizado (Ferndndez-Mufioz et al., 2011). Adicionalmente, se ha propuesto
gue la nixtamalizacién puede constituir una alternativa para reducir los niveles de
aflatoxinas en el maiz y disminuir sus efectos adversos contra la salud (Torres et
al., 2001). Sin embargo, como ya se ha sefialado, este proceso provoca cambios
en el aceite de maiz dando lugar a la formacion de radicales libres, los cuales

pueden representar un peligro potencial para la salud humana.

Acorde con la informacién anteriormente sefalada, resulta evidente la
importancia del estudio de las trasformaciones fisicas, quimicas y nutrimentales
gue experimenta el germen del maiz sometido al proceso de nixtamalizacion a
diferentes condiciones de proceso, a fin de conservar las propiedades funcionales
y reducir la contaminacion por aflatoxinas de los productos a base de maiz

destinado al consumo humano.
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4. HIPOTESIS

Los lipidos, componentes mayoritarios del germen de maiz, experimentan
transformaciones fisicas y quimicas en el grano de maiz nixtamalizado
asociadas a la concentracion de Ca(OH), y al tiempo de reposo utilizado
durante este proceso; asi mismo, algunos lipidos presentes en el germen del
maiz desempefian un papel protector contra las aflatoxinas. Por lo tanto, el
germen de maiz contribuira de manera significativa en las propiedades fisicas,
quimicas y en la reduccion de los niveles de aflatoxinas en las harinas de maiz

nixtamalizado.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del germen de maiz en las propiedades fisicas, quimicas
y los niveles de aflatoxinas de harinas de maiz nixtamalizado por el método
tradicional elaboradas a diferentes concentraciones de Ca(OH), y tiempos de
reposo, a fin de identificar las condiciones de proceso para obtener harinas
nixtamalizadas con las propiedades reoldgicas y nutrimentales apropiadas para

consumo humano.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

5.2.1 Analizar los cambios estructurales y morfolégicos del germen de maiz
nixtamalizado por el método tradicional modificando el tiempo de reposo y
concentracion de Ca(OH),, con el fin de asociarlo con el calcio fijado en el germen.

5.2.2 Analizar la viscosidad aparente y distribucion de tamafio de particula en
las harinas de maiz nixtamalizado integro y desgerminado a diferentes
condiciones de proceso, para determinar la contribucion del germen en estas

propiedades.

5.2.3 Determinar la concentracion de calcio fijado en las harinas de maiz
nixtamalizado integro y desgerminado con el propésito de conocer la contribucion
del germen en la concentracion de este mineral en las harinas de maiz

nixtamalizado.

5.2.4 Analizar el contenido de algunos acidos grasos (acido palmitico, acido
estedrico, acido oleico y acido linoleico) en el aceite extraido del germen de maiz
nixtamalizado a diferentes concentraciones de Ca(OH), y tiempos de reposo para
identificar las condiciones de proceso en donde la pérdida de éstos acidos grasos

esenciales sea menor.

5.2.5 Determinar los indices de saponificacion y peroxidacion de los lipidos

presentes en el germen nixtamalizado, con el propésito de identificar las
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condiciones de proceso en donde éstos indices se encuentren dentro del rango
permitido por la NMX-F-223-SCFI 2011.

5.2.6 Identificar y cuantificar diferentes aflatoxinas (B1, B2, G1 y G») en harinas
de maiz nixtamalizado integro y desgerminado, a fin de determinar el efecto del

germen en la concentracion de dichos compuestos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Preparaciéon de la muestra
Se utilizd6 maiz hibrido PUMA (Monsanto) cosechado en el 2013.

Inicialmente el grano de maiz se tamiz6 con una criba movil con un tamafio de
orificio de 4.0 mm para eliminar basura, productos extrafios, polvo, etc.
Posteriormente, se utilizé una criba de 8.0 mm para seleccionar aproximadamente
10 kg de granos maiz de tamafio homogéneo y eliminar granos picados, rotos y

danados por plaga.

6.2 Nixtamalizacion de maiz
El proceso de nixtamalizacion del maiz se realiz6 de acuerdo con el

método descrito por Gutiérrez et al. (2007); en donde se nixtamalizaron 300 g de
maiz en 600 mL de agua destilada con diferentes concentraciones de Ca(OH) (O,
0.7, 1.4y 2.1 m/m) a 92 °C. Este procedimiento se realiz6 de manera simultdnea
en dos recipientes por separado dentro del mismo sistema de calentamiento bajo
las mismas condiciones. Se determiné el contenido de humedad con 2 g de maiz
en una termobalanza (Sartorius Mouisture Analizer MA35, Germany). La etapa de
cocciéon se finalizé6 una vez que el grano de maiz alcanzé un contenido de
humedad del 36 %, en este momento se apagoé el sistema. Después de la etapa
de coccidn, el maiz se someti6 a la etapa de reposo, en la cual el grano cocido se
remojo durante 0, 3, 6, 9 h en el liquido de coccion. Posteriormente, el grano se
lavé dos veces con agua destilada para eliminar el exceso de calcio e impurezas y
se dren6 con ayuda de un colador por 3-4 minutos. EI maiz de uno de los
recipientes (300 g) se molié en un molino manual (Corona 1x 6, México) y se sec6
en una estufa (Quincy lab 40GC, USA) a 40 °C durante 8 h. Los 300 g de
restantes se utilizaron para realizar la extraccion manual del germen, el maiz sin
germen se molid y se secO en una estufa a las mismas condiciones mencionadas
anteriormente. Esta metodologia se desarroll6 en el Laboratorio de Fisicoquimica
de Alimentos del CFATA- UNAM (Universidad Nacional Autbnoma de México)
Campus Juriquilla. El equipo utilizado para nixtamalizar el grano de maiz consiste

de un reservorio de coccion donde se colocan los dos recipientes en donde se
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nixtamalizan dos porciones de grano de maiz (300 g cada una) de manera
simultdnea. El reservorio esta conectado a una computadora (DELL OPTIPLEX
7010), cuyo propoésito es mantener un control en la temperatura de dicho
reservorio durante la etapa de coccion y registrar la temperatura durante la etapa
de coccion y de reposo de las muestras, a fin de garantizar la reprodubilidad de las

mismas (Figura 15).
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Figura 15. Sistema computarizado para nixtamalizacion.

6.2.1 Separacion manual de germen
Los granos de maiz lavados y drenados se secaron a temperatura
ambiente durante 40 min para facilitar el desprendimiento del germen y poder
separarlo del pericapio, cofia y endospermo. Finalmente, el germen aislado se
seco a 35 °C en una estufa (Quincy lab 40GC, USA) durante 8 h y posteriormente

fue almacenado en refrigeracién hasta su analisis.

6.3 Morfologia y cristalinidad del germen de maiz

Las muestras de germen nixtamalizado, cocido y crudo (GN, GC, GCr)
secas y molidas se hicieron pasar por una malla 60 USA, debido al requerimiento

de la técnica de Difraccion de Rayos X.
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6.3.1 Cambios estructurales en el germen

El estudio de difraccion de rayos X se realiz6 de acuerdo al método
reportado por Rodriguez et al. (1996). El analisis se llevd acabo con 2 g de
muestra en un difractdmetro de polvos modelo D 5000 marca Rigaku operando a
35 kv y 15 mA, con una radiacion de CukK, con longitud de onda 1.5406 A° (Figura
16). Los datos se recolectaron de 4 a 30° a una velocidad de 0.1 s * y un tiempo
de conteo por punto de 5 s. El analisis se llevd a cabo por triplicado empleando el
software Difraccion/AT, SOCAVIN VI.2.

Figura 16.Difractometro de rayos X Rigaku.

6.3.2 Cambios morfoldgicos en el germen
Una parte del germen obtenido de los granos procesados se destiné para

evaluar las transformaciones morfolégicas de esta estructura. Por tal motivo se
realizaron cortes longitudinales y transversales a partir del germen congelado con
nitrogeno liquido para posteriormente realizar una fractura manual. El efecto del
tratamiento térmico-alcalino en cada una de los componentes del germen se
evaluo a través de la técnica de microscopia electronica de barrido de alto vacio
(SEM-HV).

El germen se fij6 en un porta muestras de aluminio, con cinta de doble

grafito, por ultimo se realiz6 un recubrimiento con oro por pulverizacion catddica.
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Las muestras se analizaron en un microscopio electrénico de barrido a alto vacio
Marca JEOL (JSM-6060LV) (Figura 17). Las condiciones del analisis consistieron
en una aceleracion de electrones a 20 kV y de 12-20 Pa de presion. Las imagenes

fueron obtenidas por una sefial de electrones secundarios.

Figura 17. Microscopio electronico de barrido de alto
vacio (SEM).

6.4 Molienda y distribucién de tamafio de particula

La molienda de las muestras obtenidas de la nixtamalizacion se realizé en
el Laboratorio de Fisicoquimica de Alimentos CFATA, UNAM Campus Juriquilla en
un molino de martillos PULVEX 200 equipado con una criba de 0.8 mm (Figura
18a).

Después de obtener las harinas maiz nixtamalizado con germen (HMN) y
sin germen (HMN-SG) y harinas de maiz cocidas con germen (HMC) y sin germen
(HMC-SG) se prosiguio en realizar la distribucion de tamafio de particula en el
laboratorio de la Unidad Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores-
Cuautitlan. La granulometria de agregados o conglomerados se define como el
método para determinar la distribucion del tamafio de particulas, se emplean
tamices normalizados y numerados. Su apertura de la malla esta indicada en una

placa metalica soldada al tamiz. El procedimiento se realiz6 de acuerdo a ASAE
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Standards (1995). Se selecciond la serie de tamices USA rigurosa de acuerdo con
la Norma NMX-046-S-1980 y con numero de mallas: 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60,
70,80, 100 y charola. Asi mismo; se utiliz6 un Ro-Tap (U,S. estandar Modelo
KH59986-60) (Figura 18b y c). Cada una de las mallas se peso y registré su peso
incluyendo la charola. Los tamices se acomodaron en pila en orden descendente

del namero (Figura 18c).

Figura 18. Instrumentacion para molienda y distribucion de tamafio de
particula. a) molino PULVEX 200. b) Ro-tap. c) serie de tamices USA

El procedimiento consistié en pesar 100 g de muestra y colocarlos en la
parte superior del tamiz inicial (20). Posteriormente, se coloc6 la tapa y se
acomodd en el Rotap programandose 12 min de agitacion horizontal y vertical.

Finalmente, se pesaron las fracciones retenidas en cada tamiz y en el plato.

Para la interpretacion de los datos se tuvo en cuenta la abertura de los
diametros en pulgadas (in) de cada malla utilizada, la cantidad de harina retenida

en cada malla y se calculd la fraccién en masa (Xi) con la siguiente ecuacion.

Xi= Masa retenida Ec.1

Masa total
También se calcul6 el diametro (Dpi) en cada fraccién (Xi) y la fraccion en

masa acumulada (FMRA)
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Dpi =Abertura malla pasa + abertura malla retenida Ec.2
2

FMRA= (Xi.1+Xi) Ec. 3
Xi.1: Porcentaje de peso anterior

Xi: Porcentaje de peso inicial

g
Z Xi (Sumatoriade fraccion masa
1=o
Por ultimo, se calculd la fraccion en peso retenida acumulada (FMPA) y
también se registr6 FMPA: Fraccion en masa retenida acumulada pasada

obteniendo el calculo con la ecuacion 4.

FMPA= (1-FMRA) Ec. 4

Estos calculos se representaron en una tabla. Con los datos de la tabla se
obtuvo una grafica diferencial (Xi vs Dpi) (Figura 7a) para obtener la distribucion
de tamafo. El rendimiento de la harinas se representé mediante una gréfica
acumulativa (Figura 7b) y compararlo con lo establecido por la norma NMX-046-S-
1980, que especifica que por lo menos el 75 % del material debe pasar por el
tamiz 60 USA.

6.5 Perfiles de viscosidad aparente

El perfil de viscosidad aparente de las harinas de maiz nixtamalizadas con

germen y sin germen se realiz6 con la muestra retenida en malla 60 USA.

Se utilizé6 un Reometro marca Anton Parr MCR 102 y una propela (ST24-
2D/2V/2V/30) (Figura 19a). Se pesaron 3 g de muestra y 18 mL de agua en una
celda para almidones de aluminio anodizado con cap 21 mL (CC 26/ST) (Figura
19b). La velocidad de calentamiento fue de 7.5 C/min y se eligié una rampa de
calentamiento de la siguiente manera: Se inici6 la rampa de calentamiento en un
rango de 50 a 90 °C, una vez alcanzado los 90 °C se mantuvo durante 5.3
minutos; posteriormente se inicié la rampa de enfriamiento de 90 a 50°C con una

velocidad de agitacion de 194 rpm.
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Figura 19. Determinacién de perfiles de viscosidad. a)
rebmetro Anton Para MCNR102. b) preparacion de la

6.6 Determinacion de la concentraciéon de calcio en germen, harinas de maiz
nixtamalizado con germen (HMN) y harinas de maiz nixtamalizado sin
germen (HMN-SG)

Este andlisis se realizd de acuerdo al método descrito por Fernandez et al.
(2004). La determinacién del calcio enddégeno es importante para conocer la
concentracion de calcio en el germen crudo, la fijacion de calcio residual en el

germen de maiz procesado debe plantearse a partir del calcio enddgeno.

Para calcular la concentracion de calcio en muestras experimentales se

preparé una curva de calibracién con un estandar de calcio de 1000 ppm.

C1V1=C,V> Ec.5
En donde:
C1= Concentracion estandar (1000 ppm)
V1= Volumen estandar de calcio (ml)
C,=Concentracion (ppm)
V,= Volumen a preparar (100 mL)
Despejando V; de la Ec.5

Vi =GV, Ec.6

Ci
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En la Ec.6 se sustituyeron los valores correspondientes y se obtuvieron los valores
del volumen estandar de calcio (V1)

Cuadro 10. Valores del volumen estandar de calcio.

Numero de concentracion C, (ppm) V1 (mL)
1 0,5 0.05
2 1 0.1
3 2 0.2
4 3 0.3
5 4 0.4

Las muestras en polvo de germen, HMN y HMN-SG se hicieron pasar a
través de un tamiz 30 USA. Se pesaron 0.25 g (Figura 20a) de muestra y se
colocaron en los vasos del microondas para digerirlas y eliminar los residuos
organicos que pueden influir en las mediciones. La digestion de las muestras se
realizé agregando 10 mL de HNO;3; grado analitico y se dejaron reaccionar por 2 h
hasta que se logré destruir la materia organica presente; posteriormente se

colocaron un carrusel para digestion en el digestor de microondas (Figura 20b).

El proceso de digestion se realizé a tres rampas de calentamiento: La
primera a partir de temperatura ambiente hasta 130 °C en 4.30 min, la segunda de
130 °C, hasta 150 °C en 4 min y la dltima de 150 a 175 °C en 4 min manteniendo
la temperatura constante durante 15 minutos. La muestra digerida se filtr6 en una
campana de extraccion de gases, se le adicion6 1 mL 6xido de lantano y se afor6
a 50 mL de agua tridestilada. Las muestras ya disueltas se colocaron en un vaso
de precipitado. Se introdujo el nebulizador a la muestra y se hizo incidir la luz de
una lampara de un catodo hueco a través de una muestra vaporizada con una

flama (Figura 20c).
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Figura 20. Determinacion de calcio. a) Pesado de muestras. b) carrusel de
vasos y c) Espectrofotometro de absorciéon atémica

Las determinaciones se realizaron por duplicado en un espectrofotometro
VARIAN modelo AA-110 (Figura 20c). Las condiciones en que se opero6 el equipo
fueron: aire (12 psi), acetileno (70 psi), flama 422.7 nm, lampara con una corriente
10mA y una apertura de salida de 0.7 nm. Las determinaciones se realizaron en el
Laboratorio Nacional De Fertilidad De Suelos y Nutricibn Vegetal del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP). La curva
de calibracion se realiz6 empleando un estandar de 1000 ppm de calcio y

establecer el porcentaje de recuperacion.

6.7 Extraccién de aceite a partir del germen

La extraccion del aceite a partir de las muestras de germen se realiz
mediante un proceso de prensado mecénico para el cual se disefié un extractor
en forma de H en acero inoxidable 304 (Grado alimenticio) que se muestra en la
Figura 2la. Se depositaron aproximadamente 35 g de germen a temperatura
ambiente; posteriormente se procedio a realizar una presion mecanica de 10 Ton
Fuerza con un embolo y una prensa hidraulica marca Mikells de banco con 15 cm

de carrera y capacidad de 15 Ton-Fuerza (Figura 21b).
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Figura 21. Instrumentacién para la extraccién del
aceite del germen de maiz. a) extractor y b) prensa
hidraulica Mikells.

6.8. Determinacion de acido palmitico, acido esteérico, acido oleico y acido
linoleico de aceite del germen de maiz por cromatografia de gases

La cuantificacién de &cidos grasos se realiz6 mediante la Norma Mexicana
NMX-F-017-SCFI-2005. Para este analisis se utiliz6 un cromatografo de gases
capilar con un detector de ionizacion de flama y una columna DB-225 30 m-025
nmy 0.25 pum de grosor. Se utiliz6 un cromatografo de gases Varian Cp 3800 CG.
Para iniciar se prepararon los esteres metilicos, de acuerdo al siguiente Cuadro
11.

Cuadro 11. Cantidades para la esterificacion metilica

Reactivo
Muestra (mg) Matraz (mL) NaOH 0.5 N (mL) BF3 en etanol (mL)
100-250 50 4 5
250-500 50 6 7
500-750 125 8 9
750-1000 125 10 10

Se adicioné el aceite en el matraz de reaccion de 50 mL o 125 mL, se
agrego la cantidad especificada de la solucion de NaOH 0.5N en etanol y aiadio
una perla de ebulliciobn. Posteriormente se conect6 un condensador y se calento la

mezcla en un bafio de vapor hasta que el aceite este en solucién. Esto debe tardar
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de 5 a 10 minutos. Se adicionoé el reactivo de trifloruro de boro (BF3) en etanol a
través del condensador y se mantuvo en ebullicion durante 2 min. Se agregaron
de 2 mL - 5 mL de heptano a través del condensador y se dejé en ebullicién por un
minuto mas. Luego se retird del bafio de vapor, se desconecto el condensador y
se afiadid aproximadamente 15 mL de solucion saturada de cloruro de sodio; se
tap6 el matraz y agité vigorosamente por 15 segundos mientras la solucion esta
aun tibia. Se agrego6 suficiente solucion saturada de cloruro de sodio para que la
solucion de heptano con los ésteres metilicos flotara en el cuello del matraz. Por
altimo se transfirio aproximadamente 1 mL de la solucion de heptano a un tubo de
ensayo y se completé con una pequefa cantidad de sulfato de sodio anhidro. La
solucion de heptano seca se inyecto directamente al cromatografo de gases. Para
recuperar los ésteres metilicos secos, se transfirié las fases de sal y de heptano a
un embudo de separacion de 250 mL. Se extrajo dos veces con porciones de 50
mL de éter de petroleo redestilado (punto de ebullicion 30°C - 60°C). Se lavd los
extractos combinados con porciones de 20 mL de agua hasta que estuvo libre de
acidos (se comprobo el agua con indicador de rojo de metilo), se secé con sulfato
de sodio y se evaporo el solvente con una corriente de nitrégeno en un bafio de

vapor.

Para iniciar con la inyeccion de la muestra en el cromatografo se debio
acondicionar la columna nueva estando desconectada del detector, se mantuvo
aproximadamente 10°C arriba de la temperatura de operacion con flujo de gas
inerte de 20 mL/min - 60 mL/min por aproximadamente 16 h y 2 h adicionales a
20°C arriba de la temperatura de operacién. En ningun caso se excedi6 la
temperatura maxima recomendada por el fabricante. Después se determiné las
condiciones de operacién 6ptimas. Se seleccionaron las condiciones de prueba,
tomando en cuenta las siguientes variables: largo y didmetro de la columna,
temperatura de la columna, flujo del gas acarreador, resolucion requerida, tamafo
de la muestra para analisis y tiempo de analisis (Cuadro 12). El tamafio de la
muestra se debid seleccionar de tal forma que el ensamble del detector y el

electrémetro proporcionaran una respuesta lineal.
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Cuadro 12. Condiciones de acondicionamiento.

Diametro interno columna (mm) Flujo gas transportador (mL/min)
2 15-25
3 20 - 40
4 40 - 60
Concentracion de fase estacionaria (%) Temperatura (°C)
S 175
10 180
15 185
20 185

El puerto de inyeccion se ajustd a una temperatura de aproximadamente
250 °C — 275 °C y el detector a una temperatura igual o mayor a la temperatura de
la columna. El flujo de hidrogeno al detector de ionizacion de flama fue
aproximadamente 0.5 - 1 veces la del gas acarreador, mientras que el flujo de aire
aproximadamente 5 - 10 veces superior al del hidrégeno. Para Determinar la
eficiencia y la resolucion, se realizé el analisis de una mezcla de estearato de
metilo y oleato de metilo en proporciones similares (por ejemplo, ésteres metilicos
de manteca de cacao).

Después de procedid a evaluar los esteres metilicos del aceite; el volumen
de la muestra para el analisis fue de 0.1 yL — 0.2 pL de la disolucién de ésteres
metilicos obtenido anteriormente. En el caso de existir ésteres que no estén en
solucién, se prepara una solucion aproximadamente al 1 - 10 % y se inyecta 0.1
ML de esta solucion. Si el objetivo es determinar componentes presentes solo en
trazas, el tamafo de la muestra puede aumentarse (hasta diez veces). Se debe
usar un estandar interno, sobre todo en determinaciones en donde no todos los
acidos grasos eluyeron. El estandar interno puede ser el éster metilico del acido

graso C13.
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Céalculos:

El % de area del componente i expresado como ésteres metilicos es:

Ai
____________ X 100 Ec.7

Donde:
Ai = Area del pico correspondiente al componente i

2Ai = Suma de las areas de todos los picos

6.9 Indice de perdéxido
El indice de peréxido se determin6 de acuerdo al método reportado por la

norma mexicana NMX-F-154-SCFI-2005. Se pesaron 5.00 g + 0.05 g de muestra
en un matraz erlenmeyer de 250 mL y se agregd 50 mL de la solucion 3:2 de acido
acético-isooctano (Figura 22a). Se agit6 para disolver la muestra y se adicion6 0.5
mL de solucion saturada de yoduro de potasio (KI). Se dejo reposar la soluciéon
durante un minuto, se agitd 3 veces durante este lapso de tiempo e
inmediatamente se agregaron 30 mL de agua destilada. La solucion anterior se
titulé con tiosulfato de sodio 0.1 N a través de una adicion gradual y con agitacion
vigorosa y constante. Se continué la titulacion hasta que el color amarillo
desaparecié casi totalmente (Figura 22b). Se agregaron 0.5 mL de la solucién
indicadora de almidon. Se continué la titulacidbn con agitacion constante,
especialmente al aproximarse el punto final, para liberar todo el yodo de la capa
de solvente (Figura 22c). Se afadio el tiosulfato de sodio gota a gota hasta que el
color azul desaparecié (Figura 22d). Se realiz6 una prueba con un blanco de
reactivos. La titulacion del blanco no debié de exceder 0.1 mL de la solucion

tiosulfato de sodio 0.1N.
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Céalculos:

Valor o indice de peroxido (miliequivalentes de perdxido/1000g muestra)

V.P=(M-=T)xNx1000 Ec.8

Peso muestra en g

Donde:

T = Volumen de tiosulfato de sodio de la titulacion del blanco o testigo;
M = Volumen de tiosulfato de sodio de la titulacién de la muestra, y

N = Normalidad de la solucién de tiosulfato de sodio.

!
Z

APROXIMADO

Figura 22. Etapas de la determinacion de indice de peréxido.

6.10 indice de Saponificacion

El indice de saponificacion se realiz6 con la metodologia descrita por la
NMX-F-174-SCFI 2006. Se pesé una cantidad de muestra totalmente seca en un
matraz erlenmeyer de tamafo tal que la titulacién fue equivalente al 45 - 55 % del
blanco. Normalmente esto requiere una muestra de 4 g — 5 g. Se agregaron 50 mL
de potasa (KOH) alcoholica. Se preparé un blanco con los mismos reactivos y
condiciones para las muestras a excepcion de la adicién del aceite. Se conecté un
condensador al matraz y se llevo a ebullicién lenta pero constante hasta que la

muestra estuvo completamente saponificada (Figura 23a y b). Se requiere de 1 h
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para muestras normales. Se aseguro el anillo de sello de vapor en el condensador
para que no se levantara hasta el tope del condensador, o para evitar alguna
pérdida. Después de que el matraz y el condensador se enfriaron bien, pero no lo
suficiente para formar un gel, se lavé el interior del condensador con una pequefia
cantidad de agua destilada. Se desconectd el condensador, se agregoé
aproximadamente 1 mL del indicador de fenolftaleina y se titul6 con la solucion 0.5
N de HCI (Figura 23c). Se registré el volumen de la solucion requerida para la

titulacion.

Figura 23. indice de saponificacion. a) y b) saponificacién. c) titulacion.

Célculos:
indice de Saponificacién= (B-M)*(N) * 56.1 Ec.9
P
Donde:

B = Volumen, mL 0.5 N HCI requeridos para titular el blanco
M = Volumen, mL 0.5 N HCI requeridos para titular la muestra
N = Normalidad de la solucion de HCI

P = Peso de la muestra en g

56.1 = es el equivalente del hidréxido de potasio
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6.11 Extraccién y cuantificacién de aflatoxinas de las harinas

Las muestras que se seleccionaron para ser sometidas a la extraccion y
cuantificacion de aflatoxinas se muestran en el Cuadro 13. Para iniciar con la
extraccion de las AF se eligieron 6 harinas de maiz nixtamalizado con germen y
sin germen (HMN, HMN-SG), 1 harina de maiz cocida con germen y sin germen
(HMC, HMC-SG) y 1 harina de maiz control (HMCr).

Cuadro 13. Harina de maiz nixtamalizadas con diferentes concentraciones de

Ca(OH),.
Nixtamalizacién (92°C)
No. Muestra | m/m Ca(OH), | T.de reposo (h)
2 0 9
4 0.7 3
6 0.7 9
8 1.4 3
10 1.4 9
12 2.1 3
14 2.1 9
15° -- --

#Maiz crudo (sin tratamiento)

Las harinas se eligieron de acuerdo a las siguientes consideraciones:
eTiempos de reposo: Se eligen las muestras con tiempos de reposo de 9 h,
caracteristico de la nixtamalizacién tradicional, en tanto que las 3 h de reposo
corresponden al tiempo de reposo empleado en la nixtamalizacién industrial y que
corresponden a los mas comunmente empleados en México.
eConcentraciones de Ca(OH),: Se eligieron las 4 diferentes concentraciones de
Ca(OH),, en el rango descrito por Torres et al. (2001), con objeto de conocer su

efecto sobre el contenido de alfatoxinas.

La extraccion de AFs consistid en licuar 25 g de muestra de harina con
100 mL de una mezcla de MeOH:H,Oq4 (80:20 v/v) y 1 g de NaCl para clarificar

(Figura 24a). Se centrifugaron los licuados en una centrifuga (ALC 4235 Cool
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Working System, USA) a 4300 rpm por 10 min (Figura 24b), se decantaron y
conservo el sobrenadante. Se tomaron 4 mL de sobrenadante y se diluyeron con
16 mL de PBS a 7.4 de pH. Previo a su elucién a través de la columna se dejo que
el sobrenadante alcanzara la temperatura ambiente y se debid equilibrar con 20
mL de una solucion tampén de fosfato salino (PBS). Posteriormente, se paso la
solucién por la columna de inmunoafinidad (Easi-Extract R-Biopharm Rhéne LTD,
UK) para aflatoxinas totales (AFt) lentamente (Figura 24c). Se lavoé la columna con
20 mL de H,Oq4 y la muestra se eluyo por gravedad con 1.5 mL de metanol grado
HPLC seguido de 1.5 mL de H,Oq4 con reflujo (Figura 24d). Los 3 mL de la
solucion eluida a través de la columna se dividieron en 2 viales &mbar, cada uno
con 1.5 mL. Ambos viales se secaron en un horno a 40°C. La cuantificacion por
cromatografia de liquidos (HPLC) se llevé a cabo en una de las muestras (viales)

perfectamente seca.

T
(]
o]
e 3
=
=
i

EE — \\# \

Figura 24. Proceso de extraccion de aflatoxinas. a) homogenizacién de las
muestras. b) proceso de centrifugado en refrigeracion. c) elucién de las aflatoxinas
en columna de inmunoafinidad. d) recoleccién de las aflatoxinas después del
proceso de elucién

Para conocer la cantidad de aflatoxinas totales en las harinas se realizaron

los siguientes calculos:

ConcentraciOnmai; = 10Cx * C, * 100 mL MeOH:H>Oq4

25 g harina
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Donde: C, =1 mL (200 pL. ACN + 800 pL Solucion derivatizante)
4 mL sobrenadante
Cmaiz =10 Cx* 1 sk * 100 mL
4mk 25¢

Cmaiz = 10 C, * 200 mL C, = Concentracion (ng mL™) de la Aflatoxina en el
HPLC
2100 g

Cmaiz = 10 CX * m_L EC. 10
g

6.11.1 Obtencién de estandares y curvas de calibracion

La preparacién de los estandares consistio en diluir la aflatoxina pura en 1
mL de benceno:acetonitrilo (98:2 v/v). La concentracion de cada estandar (1pug mL’
1Y se calculé6 a partir de los pesos moleculares y coeficientes de extincion
especificos de cada aflatoxina de acuerdo a las indicaciones del método oficial
970.44 (AOAC, 2005).

La elaboracion de las curvas de calibracion de cada una de las aflatoxinas
se realizé empleando un espectrofotdmetro UV-visible (Figura 25) (Genesys 10uyv,
Termo Electron Corporation. Madison Wisconsin, EEUU), el cual se ajusté a 0 de
absorbancia mediante un blanco de solucién benceno: acetonitrilo (98:2 v/v).
Posteriormente, se realizé un barrido de 300 a 400 nm de las soluciones de cada
una de las aflatoxinas (B1, B,, G1, G») para determinar la longitud de onda maxima
de absorcion para cada una de ellas.
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Figura 25. Espectrofotometro UV-visible

A partir de la solucién de 1ug mL™* de cada AF (B, B,, Gi, G, Sigma-
Aldrich, St. Louis MO, EEUU) se obtuvieron las curvas de calibracién de cada AF,
las cuales se pueden observar en el Cuadro 14.

Cuadro 14. Concentraciones para las curva de calibracion de las aflatoxinas

B1, B2, G, G2,
Aflatoxinas
B, (ngmL?) [ Bo(hgmL?Y) | Gi(ngmL™) | G, (ng mL™)
0.05 0.01 0.5 0.5
1 1 1 1
2 4 2 16
5 16 8 32
10 32 16 64
30 64 64 100
40 100 100 128

6.11.2 Derivatizacion de las aflatoxinas para su cuantificacion por
cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (HPLC)

Para incrementar la fluorescencia de las Aflatoxinas se derivatizaron con
acido trifluoroacético (ATF) para que se llevara a cabo la reaccién de
transformacioén de aflatoxinas B; y G; (no fluorescentes) en sus hemiacetales By, y
G.a (altamente florescentes). Por otro lado la aflatoxinas B, y G, (fluorescentes) no

sufrieron ninguna reaccion de transformacion durante la derivatizaciéon
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Las eluciones secas procedentes de las columnas destinadas al analisis
por HPLC se resuspendieron con 200 pL de acetonitriio (ACN), en seguida se
adicionaron 800 uL de solucion derivatizante. La solucion derivatizante se preparo
con 5 mL de acido trifluoroacético (ATF) (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA) + 2.5
mL de &cido acético glacial (Merck, Naucalpan, Edo. Mex., México) + 17.5 mL de
agua desionizada. Posteriormete, la mezcla se agitd en un agitador orbital (Vortex
G-560, Bohemia, N.Y., EEUU) por 30 s. Las muestras derivatizadas se
mantuvieron en un bafio Maria a 65°C por 10 min (Akiyama et al., 2001; Kok,
1994) como se muestra en la Figura 26. Posteriormente, se inyectaron 60 pL de
muestra por triplicado en el cromatégrafo de liquidos a temperatura ambiente
empleando un loop de 20 pL para su andlisis.

Figura 26. Proceso de derivatizacion.

6.11.3 Condiciones para la Cromatografia de liquidos de alta resolucién

En este andlisis se utiliz6 como fase movil Agua:Acetonitrilo:Metanol
(65:15:20, v/vlv) a una velocidad de un mL/min. La fluorescencia se detectd a una
longitud de onda de excitacion de 360-362 nm y una emision de 425 nm para
AFB;. La cuantificacion de aflatoxinas se realizd utilizando el programa Chem
Station 32 (Series 1200). Se empleé una bomba isocratica (G1310A Series
DE62957044), un detector de fluorescencia (G1321A Series DE 60456380) y un
automuestreador (G1329A Series DE64761666) de la marca Agilent Technologies
(Figura 27). La columna cromatografica utilizada fue una Agilent Eclipse XDS-C18
de 4.6 x 150 mm con tamafo de particula de 5 pm.

65



Figura 27. Cromatografo de liquidos acoplado a un
detector de fluorescencia Agilent Technologies

6.12 Analisis estadistico
En el andlisis de contenido de &cidos grasos, contenido de calcio,

viscosidad aparente, indice de peroxidacion e indice de saponificacion se utilizé un
andlisis de varianza de una sola via (ANOVA de una sola via) y aplicando la
prueba de Tukey para detectar diferencias estadisticas entre las medias de los
tratamientos (p < 0.05) considerando el tiempo de reposo y la concentracién de
Ca(OH), como factores de variacion.

En la determinacion del contenido de aflatoxinas se consideraron tres
factores de variacion: presencia del germen, concentracion de Ca(OH), y tiempo el
reposo. Las determinaciones se realizaron por duplicado para cada una de las
muestras analizadas. Para cada caso se calculd el promedio, la desviacién
estandar (SD) asi como la significancia estadistica con un andlisis de varianza de
3 vias (ANOVA de 3 vias) y un post hoc Bonferroni para comparaciones multiples.

La prueba se realiz6 con un indice de confianza del 95 %.

El programa empleado para los analisis estadisticos anteriormente
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sefalados fue el SPSS version 9.0.

6.13 Cuadro metodologico y disefio experimental

Para la primera etapa experimental las variables de entrada del sistema

fueron la concentracion de hidroxido de calcio (m/m) y el tiempo de reposo (h),

cada uno de estas variables consta de 4 niveles a evaluar (0, 0.7, 1.4, 2.1) m/m

Ca(OH), y (0, 3, 6, 9) h. Se obtuvieron 14 muestras de las combinaciones de los 4

niveles de las dos variables. A continuacién presenta el disefio experimental

propuesto para llevar acabo todo el trabajo.

Cuadro 15. Disefio Experimental.

NIXTAMALIZACION (92°C)
No. m/m Ca(OH), | T. Reposo No. m/m Ca(OH), | T. Reposo
Muestra (h) Muestra (h)
1 0 0 8 14 3
2 0 9 9 14 6
3 0.7 0 10 14 9
4 0.7 3 11 2.1 0
5 0.7 6 12 2.1 3
6 0.7 9 13 2.1 6
7 14 0 14 2.1 9

Por dltimo, presento en un cuadro metodolégico todas las técnicas y
meétodos utilizados para llevar acabo el cumplimiento de los objetivos planteados

en este trabajo.
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Hasta 92 °C con concentraciones

de hidréxido de calcio 0, 0.7, 1.4,

2.1 m/m y tiempos de reposo 0, 3,
6, 9 h. (Gutiérrez et al, 2007)

Maiz Puma

NIXTAMALIZAR

Muestra No.1 (Grano
entero)

Muestra No.2 (Grano entero)

Retirar germen manual
(30-4009)

Molienda (Molino
de mano)

Muestra No.3 (Grano
sin germen)

Germen

Secado a 40 °C
por 8 h

Extraccion de

Secado a <

Molienda (Pulvex
200)

Harinas con germen (HMC, HMN)

Harinas sin germen (HMC-SG, HMN-SG)

Aceite

35°Cpor8h

Morfologia
(SEM) (1)

Molienda

Perfil de acidos
grasos (CG) (4)

e Rayos X (1)

¢ 9% Calcio (A.A) (3)

e indice de Perdxido (5)
| o indice Saponificacion (5)

Distribucion de tamafo
de particula (2)

HPLC (AFs)

% Calcio (A.A) (3)

(6)

Perfiles de viscosidad
(Redmetro) (2)

Figura 28. Cuadro metodologico
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el desarrollo de este trabajo se obtuvieron las siguientes muestras
experimentales: Doce harinas de maiz nixtamalizado con germen (HMN), doce
harinas de maiz nixtamalizado sin germen (HMN-SG), dos harinas de maiz cocido
con germen (HMC) y dos harinas de maiz cocido sin germen (HMC-SG), al igual
que dos muestras de germen cocido (GC) y doce muestras de germen

nixtamalizado (GN).

En la Figura 29 se presentan las historias térmicas que se obtuvieron
durante la elaboracién de las unidades experimentales para cada recipiente. En la
Figura 29a se presenta el perfil térmico para las harinas elaboradas con maiz
cocido en ausencia de Ca(OH), correspondiente a la etapa de coccion, en tanto
que en las Figura 29b, ¢ y d pertenecen al perfil térmico de las muestras
procesadas con 0.7, 1.4y 2.4 % m/m de Ca(OH), y con tiempos de reposo de 3,
6 y 9 h respectivamente. La Figura 29a muestra una isoterma que se alcanza a
una temperatura de cocciébn de 92 °C que se mantiene por un periodo de
aproximadamente 40 minutos, durante el cual la muestra alcanza una humedad de
36 % que es el criterio empleado por Gutiérrez et al. (2007) para dar por finalizada
la etapa de coccion y que coincide con el desprendimiento del pericarpio. En las
Figura 29 b, c y d se muestra esta misma isoterma representado por el pico de las
curvas que se mantiene por el mismo periodo de tiempo mostrado en la Figura
29a, asi como un descenso en la temperatura de proceso que corresponde a la
etapa de reposo de la nixtamalizacion donde cesa el calentamiento y las muestras
se dejan enfriar a temperatura ambiente. Estos perfiles térmicos obtenidos
durante las etapas de coccion y de reposo de las muestras son evidencia del rigor
experimental observado para la preparacion de las mismas, donde la repetibilidad
y reproducibilidad se puede observar en el traslape de las graficas obtenidas en

eventos independientes.
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Figura 29. Historias de coccion de harina de maiz.

7.1 Caracterizaciéon morfoldgica del germen nativo y nixtamalizado mediante
SEM-HV

La caracterizacion morfoldgica del germen nativo (crudo) se presenta en la
Figura 30. En esta Figura se muestran micrografias correspondientes a las

diferentes estructuras que constituyen el germen.
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Figura 30. Micrografia del germen de maiz sin tratamiento. a) y b) corte transversal
del germen; c) y d) corte transversal del embrion; e) y f) corte transversal del
escutelo
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El embrién (circulo en la Figura 30a) es la estructura localizada en el
centro del germen y exhibe una forma semi-conica, el escutelo esta ubicado
alrededor del embribn. Ambas estructuras estan separadas por la cavidad
embrionaria, la cual esta delimitada por una monocapa de células cuticulares
llamada epidermis, la cual presentan un empaquetamiento poligonal que se
encuentra sefializada con una flecha en la Figura 30b y que se puede apreciar con
mejor detalle en el inserto de esta Figura. En estas micrografias se puede
comprobar que el embrion y el escutelo presentan diferentes morfologias debido a
diferencias en su composicion quimica, ya que en la primera estructura se
localizan el 30.8 % de las proteinas del germen y en la segunda el 83 % de los
triglicéridos del grano de maiz (Watson, 2003; Dolezal et al., 2014). La Figura 30c
muestra un corte transversal del germen en donde se pueden apreciar los cilindros
vasculares que se encuentran en el embrién reportadas previamente por Wolf et
al. (1952). El didametro de estos canales tubulares es de 30 a 50 pum como se
observa en la Figura 30d, los cuales pueden constituir una via para la entrada y
distribucion de agua y calcio hacia el interior del germen durante el proceso de
nixtamalizacion. En la Figura 30e se presenta la superficie de un corte transversal
del escutelo, donde se aprecia el tejido pro-vascular de la parénquima y la
presencia de los cuerpos grasos o esferosomas. Estas estructuras son esféricas
presentan un diametro entre 1-1.3 um, refractan la luz y estan cubiertos por una
membrana de 2.5 a 4 nm de espesor constituida de proteinas y lipidos (Klaus y
Karel, 1991; Watson, 2003). En la Figura 30f se muestra otro aspecto de la
parénquima donde se puede apreciar microfibrillas que constituyen las paredes
celulares de esta estructura constituidas de hemicelulosa al igual que las paredes
celulares del pericarpio. Estos espacios intracelulares permiten al transporte de

materiales entre las células (Watson, 2003).

72



En la Figura 31 se muestran micrografias del germen de maiz (embrién y
escutelo) cocido y nixtamalizado a diferentes concentraciones de proceso. El
grano es considerado un sistema multicapas (pericarpio, endospermo y germen),
por lo que la difusion de calcio en cada estructura anatdmica que compone el
grano es en funcion del tiempo de reposo. En las primeras horas de reposo (0 <'t
< 7) se presenta una difusion y permeabilidad del i6n calcio en el pericarpio; lo que
da a entender que la difusién del calcio en el germen es después de las 7 horas de
reposo (Gutiérrez et al., 2007). En las Figuras 31a y b se muestra el escutelo y el
embrion del germen de maiz cocido en ausencia de Ca(OH),y con 9 h de reposo,
en la cual se puede observar un engrosamiento del tejido pro-vascular del
parénquima en el escutelo y de los cilindros vasculares del embrion comparado
con las dimensiones que presentan estas estructuras en el grano sin procesar
(Figuras 30c y 30e), lo cual puede atribuirse a la absorcion de agua por parte del
tejido fibroso, asi como a la desnaturalizacion de las proteinas presentes en el
embrién y el escutelo. Sin embargo, dichas estructuras no han perdido su
integridad. A este respecto, Gonzalez et al., (2004) mencionan que las fibras de

origen vegetal no se descomponen sino a temperaturas entre 285y 340 °C.

En las Figuras 31c y 31le se muestra imagenes de la pared externa del
escutelo nixtamalizado con 0.7 y 1.4 % m/m de Ca(OH), y 6 h de reposo, en
donde se puede evidenciar la pérdida de la estructura reticular que se observa en
el escutelo del germen sin procesar (Figuras 30e y 30f) por efecto del tratamiento
térmico- alcalino. Asi mismo, en la Figura 31g correspondiente al escutelo del
germen del maiz procesado con 2.1 m/m Ca(OH), y 9 h de reposo se observa la
ruptura de la parénquima lo que permitié detectar la presencia de algunos
granulos de almidon (GA) y cuerpos grasos (CG) cuyos didmetros son diferentes
entre si siendo en los GA de 16.2 a 18.2 um, en tanto que en los CG es de 1-1.3
um (Watson, 2003). Es importante recordar que en el germen también se ha
reportado la presencia de GA, no obstante su contenido en esta estructura es
significativamente menor (34 %) con respecto al endospermo (76 %) (Watson,
2003).
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Figura 31. Micrografia del germen de maiz cocido y nixtamalizado a 92 °C. a) escutelo
y b) embrién (0 % m/m Ca(OH).y 9 h), ¢) escutelo y d) embrién (0.7 % m/m Ca(OH),y 6
h), e) escutelo y f) embrion (1.4 % m/m Ca(OH),y 6 h ) y g) escutelo y h) embrién (2.1
% m/m Ca(OH),y 9 h). CG: cuerpos grasos o esferomas, GA: granulos de almidén.
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los cilindros vasculares del embridn por efecto del tratamiento térmico alcalino, lo
cual se puede observar con mejor detalle en el inserto (x100) de esta Figura. La
Figura 31f corresponde a la capa externa del embrion del germen de maiz
nixtamalizado con 1.4 m/m de Ca(OH), y 6 h de reposo, donde se puede apreciar
acumulaciones de granulos blancos de menor tamafio en la superficie de esta
estructura. La imagen del inserto de esta Figura (x1000) muestra evidencia que el
tamafo de estas acumulaciones es menor con respecto al tamafio de los granulos
de almidon vy los cuerpos grasos que se observan con mayor detalle en la Figura
31g. Por dultimo, la Figura 31h muestra la superficie del embrién del maiz
nixtamalizado con 2.1 m/m de Ca(OH), y 9 h de reposo.

Los insertos de las Figuras 31c, f y h son ampliaciones a x500, x1000
x1500 respectivamente, los cuales corresponden a las acumulaciones de calcio
que fueron identificadas previamente por Gutiérrez et al., (2010) y Valderrama-
Bravo et al., (2010) en diferentes capas del pericarpio a diferentes condiciones del
tratamiento termino alcalino. Estas acumulaciones fueron identificadas como
compuestos cristalinos de calcio a través del andlisis de difraccién de rayos X que

se presenta mas adelante.

7.2 Contenido de calcio en germen, harinas de maiz nixtamalizado con
germen (HMN) y desgerminadas (HMN-SG)

En la Figura 32 se muestra el contenido de calcio (g/100g) en germen
cocido y germen nixtamalizado, harinas de maiz nixtamalizado con germen (HMN)
y desgerminadas (HMN-SG) elaboradas con 0.7, 1.4 y 2.1 % m/m de Ca(OH), y
tiempos de reposo 0, 3, 6 y 9 h. En las Figuras 32a, b y c, se evidencia de que el
contenido de calcio en las HMN, independientemente de la cantidad de Ca(OH);
utilizado, es significativamente mayor (p< 0.05) con respecto al contenido de este
mineral en el germen cocido en ausencia de Ca(OH), y HMN-SG. Esto es debido a
que el germen se encuentra ubicado después del pericarpio y es la estructura del
grano que retiene una cantidad importante de calcio (Gutiérrez et al., 2007). El
contenido de calcio en las HMN presenta la misma tendencia que los datos
reportados por Fernandez-Mufioz et al., (2004) y Gutiérrez et al. (2007), en donde
se observa que en las primeras horas de reposo (desde 0 hasta 9 h) el incremento
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en el contenido de calcio en las muestras experimentales ocurre de manera
directamente proporcional con el tiempo de reposo y la difusion del calcio en el
grano ocurre principalmente a través del pericarpio, germen y capas externas del
endospermo (Fernandez-Mufioz et al., 2004; Gutiérrez et al., 2007). Es importante
mencionar que en las HMN con 2.1 % m/m de Ca(OH), el contenido de calcio
disminuy6 a las 6 h de reposo (Figura 32c), es probable que esta reduccion sea
debido a la remocion del pericarpio, germen y endospermo como resultado de un
lavado excesivo del grano cocido (Fernandez-Mufioz et al., 2004). Se ha sefialado
gue la mayor parte del calcio retenido en el germen es en forma de sales de calcio
resultantes de la reaccion de saponificacion entre el Ca(OH), y los acidos grasos
presentes en esta estructura (Martinez-Bustos et al., 2001, Gutiérrez et al., 2001),
asi como la formacion de carbonato de calcio, la cual se evidencido en las
micrografias mostradas en la seccién anterior y que ya ha sido detectado en la
estructura del pericarpio (Rojas et al., 2009).

De acuerdo a un analisis ANOVA unidireccional se pudo determinar que el
porcentaje de calcio en las muestras de harina con germen y sin germen es
proporcional a la concentraciéon de Ca(OH), y tiempo de reposo utilizado en el
proceso de nixtamalizacion; la variable que tuvo mayor efecto en el contenido de

calcio en las muestras fue el germen seguido por el Ca(OH), (Anexo 1).
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Figura 32. Contenido de Calcio (g/100g) en germen y harinas de maiz. Se
probaron germen cocido y nixtamalizado, harinas de maiz nixtamalizado
(HMN) y harinas de maiz nixtamalizado sin germen (HMN-SG).
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7.3 Caracterizacién por difraccion de Rayos X (DRX) del germen de maiz
extraido del grano de maiz nixtamalizado a diferentes condiciones de

proceso

En la Figura 33 se presenta los patrones de difraccion de rayos X del
germen extraido de grano crudo (GCr), germen extraido de grano cocido en
ausencia de Ca(OH), y del germen extraido de grano de maiz nixtamalizado a
diferentes condiciones de proceso. En las Figura 33a, b, c y d se pudo observar
un unico pico cercano al valor de 20 ° en la escala 268 y en donde fue evidente que
la intensidad de este pico es mayor en el germen cocido y germen nixtamalizado
respecto al germen extraido del grano sin procesar (GCr). En este sentido Fanta et
al. (1999) han asociado un valor maximo a 26 = 19.7 ° a la presencia de una
estructura tipo V constituida por cadenas helicoidales de amilosa y &cidos grasos,
los cuales se forman durante la coccion o calentamiento de un sistema (alimento)
integrado por almidon-lipido. La formacion de un complejo amilosa-acido graso se
confirma por la presencia de otros picos a 260 = 7.4 ° y 13.1 ° en un sistema
modelo constituido por una solucion de amilosa y &cidos grasos puros con
diferente longitud y grado de insaturacion (Zabar et al., 2009). Estos picos no
fueron detectados en las muestras analizadas probablemente debido a la
presencia de compuestos amorfos en el germen como por ejemplo la hemicelulosa
del parénquima localizado en el escutelo (Saulnier et al.,, 1993) y los mismos
acidos grasos libres como el acido linoleico el cual no es cristalino en condiciones

atmosféricas normales (Zabar et al., 2009).

Finalmente, cabe destacar que en el germen nixtamalizado 2.1 % m/m de
Ca(OH),y 9 h de reposo (Figura 33d) se detectd un pico en el valor de 29.52 ° en
la escala 26 con una direccion cristalografica en 104 el cual fue identificado como
Ca(CO);3 (calcita) de acuerdo con el software del equipo (PDF # 47-1743). Este
resultado concuerda con el andlisis de microscopia electronica de barrido (inserto
de la Figura 31h), en donde se observaron acumulaciones de granulos blancos en
el germen de maiz nixtamalizado a estas condiciones de proceso y que

corresponden al Ca(CO)s.
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Cabe mencionar que no se observo en los difractogramas para germen
nixtamalizado con 0.7 y 1.4 m/m Ca(OH), y 6 h de reposo (Figura 33c) el pico
caracteristico a la calcita en 29.52 °, debido a que esta calcita se encuentra en su
forma amorfa por lo que el equipo no lo pudo identificar. A este respecto, resulta
importante sefialar que la técnica de difraccion de rayos X es semicuantitativa y
debe estar presenta mas del 1 % del compuesto de interés para que esté sea
identificado, por lo que posiblemente solo se observd Ca(CO); en las muestras

procesadas con altas concentraciones de Ca(OH)..

—— 0.7 m/m

i a O h — 0om/m g b 3 h —0.7m/m

Intensidad (uni. arb.)

20 (Grados) 20 (Grados)

Figura 33. Difractogramas del germen de maiz. Se muestra germen crudo
(GCr), germen cocido y nixtamalizado a 92 °C.
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7.4 Perfiles de viscosidad de las harinas de maiz nixtamalizado y cocido con
germen y sin germen a diferentes condiciones de proceso

En la Figura 34 se presentan los perfiles de viscosidad de las harinas de
maiz nixtamalizado a diferentes condiciones de proceso con germen (HMN) y sin
germen (HMN-SG), asi como de las harinas elaboradas con maiz cocido
desgerminadas (HMN-SG) y con germen (HMC) en ausencia de Ca(OH), y por
altimo, harinas con maiz crudo desgerminadas (HMCr-SG) y con germen (HMCr).
La Figura 34a corresponde a las harinas de maiz crudo, donde se observo que las
HMCr-SG mostraron una reduccion del 10 % en el valor del pico maximo de
viscosidad respecto a las HMCr. Cozzolino et al. (2013) analizaron los perfiles de
viscosidad para harinas de cebada con diferentes contenidos de acidos grasos y
reportaron que la amilosa (componente del almidén) forma un complejo de
inclusién amilosa-acido graso que al hidratarse forma un gel debido al incremento
en los sitios de union amilosa-lipido dando lugar a la formacion de agregados
menos compactos y que son los responsables del incremento en la viscosidad del
sistema. En la HMCr los cuerpos grasos permanecen recubiertos por una matriz
proteica, los cuales se observaron en la Figura 30d. Esto da a entender que no se
forma el complejo amilosa-lipidos y el perfil de viscosidad esta gobernado solo por

los cambios en el almiddén.

El pico de viscosidad aparente en las harinas de maiz crudo con germen
(6627 cP) fue mayor con respecto al pico de viscosidad promedio en las harinas
de maiz cocido y nixtamalizado con germen cuyo valor promedio se detectd entre
5615 y 5698 cP, respectivamente. Oosten (1982) report6 que los cationes
bivalentes como el calcio puede estar involucrados en la formacién de enlaces
mas fuertes entre las moléculas de almidon con respecto a otros iones causando
una disminucion en la capacidad de absorcion de agua por parte de los granulos

de almidon.
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Figura 34. Perfiles de viscosidad para harinas de maiz. La figura muestra
harinas de maiz crudas con germen (HMCr) y sin germen (HMCr-SG), harinas
de maiz cocidas con germen (HMC), y sin germen (HMC-SG), harinas de maiz
nixtamalizado con germen (HMN) y sin germen (HMN-SG) a diferentes
condiciones de proceso.

En los perfiles de viscosidad de HMC y HMC-SG (Figura 34a) se observo
una diferencia de aproximadamente el 40% en el pico de viscosidad para harinas
cocidas sin germen con respecto a las harinas con germen. Este mismo
comportamiento se observo en las harinas de maiz nixtamalizado con diferentes
concentraciones de Ca(OH), (Figura 34b, c y d) Estos resultados estan acorde con
lo reportado por Martinez-Bustos et al. (2001), donde evaluaron la viscosidad
aparente en masas de maiz nixtamalizado con germen y sin germen y observaron
gue el pico de viscosidad aparente en las masas con germen fue

significativamente mayor con respecto a la masa de maiz nixtamalizado sin
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germen. Los autores mencionan que la presencia de fibras solubles y de lipidos
saponificados mejoran las propiedades reoldgicas de la masa; asi mismo sefialan
gue otros factores como el tamafio de las particulas que constituyen la masa, el
contenido de sélidos disueltos, la proporcion de granulos de almidén libres y los

lipidos dispersos son factores que afectan la textura de la masa.

En la Figuras 34b, c y d se observé un ligero incremento en el pico de
viscosidad aparente al aumentar la concentracion de Ca(OH), utilizado durante la
nixtamalizacion, ya que en las harinas procesada a una concentracion de 0.7 %
m/m de Ca(OH), el promedio del pico maximo de viscosidad fue menor a 5500 cP,
, en tanto que en las harinas procesadas a 1.4 y 2.1 % m/m de Ca(OH), el
promedio del pico maximo de viscosidad se observé entre 5500 y 6000 cP,
excepto para las muestras con 0 h de reposo Estos resultados estan acorde con
Santiago-Ramos et al. (2015), quienes detectaron un incremento en el pico de
viscosidad en harinas de maiz nixtamalizado a través de un método ecoldgico al
incrementar la concentracion de Ca(OH), empleada durante el proceso. Al
respecto, Pineda-Gomez et al. (2011, 2012b) sugieren que durante la
nixtamalizacion los iones de calcio en la solucion alcalina se difunden en las
regiones amorfas de la amilosa de los granulos de almidén para romper sus
enlaces intermoleculares lo que provoca un mayor hinchamiento de dichos

granulos.

Finalmente, se destaca que en las harinas nixtamalizadas con 9 h de
reposo el pico de viscosidad aparente fue menor con respecto a las harinas
nixtamalizadas con tiempos de reposo mas reducidos, esto puede atribuirse al
fenémeno de anillado del almidon (annealing), el cual se presenta durante la etapa
de reposo del maiz cocido con Ca(OH), (nixtamal), donde el almidon experimenta
un reacomodo molecular que involucra interacciones entre las cadenas de
amilosa-amilopectina incrementandose la cristalinidad de la molécula de almidén.
El annealing ademas de disminuir el pico de viscosidad en el nixtamal aumenta la
temperatura en la que se incrementa la viscosidad de las muestras (Santiago-
Ramos et al., 2015).
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7.5 Distribucion de tamafio de particula de harinas de maiz nixtamalizado y
cocidas con germen y sin germen a diferentes condiciones de proceso

En la Figura 35 se presenta la distribucion del tamafio de particula de las
harinas de maiz cocido en ausencia de Ca(OH), y harinas de maiz nixtamalizado
con germen a diferentes condiciones de proceso. Como ya se sefiald
anteriormente, la distribucion del tamafio de particula se representa a través de
una grafica diferencial que presenta la forma caracteristica de una campana de

Gauss.
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Figura 35. Grafica diferencial de distribuciéon de tamafio de particula de
harinas de maiz cocido (HMC) y harinas de maiz nixtamalizado (HMN)

En esta Figura se puede observar que tanto en las harinas nixtamalizadas
como en las cocidas en ausencia de alcali, al incrementarse el tiempo de reposo la

dispersién de la curva es menor y por lo tanto, la homogeneidad del tamafio de las
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particulas se incrementa. Otro aspecto importante a considerar es el hecho de que
al aumentar la concentracion de Ca(OH), empleado en el proceso de
nixtamalizacion, el diametro promedio de las particulas es menor, es decir, se
obtiene un mayor porcentaje de particulas finas. Estos resultados son similares a
lo reportado por Cornejo-Villegas et al. (2013) quienes determinaron la distribucién
de tamafio de particulas en harinas de maiz QPM nixtamalizado por el método
tradicional y demostraron que a tiempos de reposo prolongados se obtienen
harinas con un mayor contenido de particulas finas. Por el contrario, las harinas de
maiz nixtamalizado sin Ca(OH), resultaron muy heterogéneas, debido a que
presentaron una distribucion de tamafio de particula muy amplia, en donde el
porcentaje de particulas granulares gruesas es mayor con respecto a las harinas
de maiz nixtamalizadas. La Figura 36 corresponde a la distribucion del tamarfio de
particula de las harinas de maiz cocido en ausencia de Ca(OH), y harinas de
maiz nixtamalizado desgerminadas, donde se observa que la distribucion de
particulas en las harinas presenta la misma tendencia de las harinas
nixtamalizadas con germen. Esto indica que a tiempos de reposo prologados la
uniformidad de las harinas es mayor; asi mismo, al incrementarse la concentracion
de Ca(OH), utilizado durante el proceso se obtienen harinas con una
granulometria mas fina. De la misma manera, en las harinas elaboradas con maiz
cocido sin Ca(OH), y desgerminadas el porcentaje de particulas gruesas es
mayor comparada con las harinas de maiz procesadas con Ca(OH),. Estos
resultados estan acorde con Gutiérrez et al. (2013) quienes detectaron que el
tamafio de particula predominante en las harinas de maiz cocido sin Ca(OH), es
mayor con respecto al tamafio de particula en las harinas de maiz nixtamalizado
por el método tradicional. En este sentido resulta relevante mencionar que las
particulas gruesas confieren ciertas caracteristicas de textura en las frituras (los
productos son mas crujientes), debido a que éstas particulas destruyen la reticula
(constituida por almidon, agua y otros componentes) que se forma en la masa,
reduce el inflado de la tortilla durante su coccion y disminuye la absorcién de
aceite durante el freido; en tanto que las particulas mas pequefias (finas) son
responsables de una mayor absorcion de agua, viscosidad, cohesividad,

plasticidad y suavidad en la masa. Esto significa que las harinas que se utilizan
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para preparar tostadas y tamales requieren una granulometria mas gruesa que la

harinas destinadas a la elaboracion de tortillas (Gémez et al.1987).

50
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Figura 36. Gréafica diferencial de distribucion de tamafio de particula de
harinas de maiz cocido sin germen (HMC-SG) y harinas de maiz
nixtamalizado sin germen (HMN-SG).

En el Cuadro 16 se muestra el rendimiento obtenido para las harinas de
maiz cocido sin Ca(OH); y las harinas nixtamalizadas con y sin germen. En este
cuadro se muestra evidencia de las harinas sin germen presenten una
granulometria mas adecuada comparada con la que presentan las harinas
nixtamalizadas con germen, ya que las primeras cumplen con el requisito
solicitado por la norma NMX-046-S-1980, donde se indica que el 75 % del

producto debera pasar el tamiz o malla 60 USA.
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Cuadro 16. Rendimiento de harinas de maiz nixtamalizado y cocidas (HMN,
HMN-SG y HMC, HMC-SG).

NMX 046-S-1980

HMN/ HMC HMN-SG/HMC-SG
Ca(OH)2(g)/ | Rendimiento Ca(OH)2(g)/ | Rendimiento
TR (h) 100 g maiz (9) TR (h) 100 g maiz (9)
0 0 16.73 0 0 10.18
9 0 42.01 9 0 22.82
0 0.7 1.15 0 0.7 41.97
3 0.7 2.65 3 0.7 4457
6 0.7 21.82 6 0.7 57.34
9 0.7 32.41 9 0.7 55.7
0 14 41.4 0 1.4 44.63
3 1.4 49.55 3 1.4 47.79
6 14 62.18 6 1.4 81.88
9 1.4 70.78 9 1.4 88.32
0 2.1 30.07 0 2.1 44.95
3 2.1 50.37 3 2.1 55.27
6 2.1 58.26 6 2.1 79.01
9 2.1 76.38 9 2.1 88.41

Las harinas que cumplen con este rendimiento harinero son las harinas sin
germen elaboradas con 1.4y 2.1 % m/m Ca(OH), y en ambos casos con 6 y 9
horas de reposo, incluso las harinas preparadas con 2.1 % de alcali presentaron
un mayor porcentaje de finos. En el caso de las harinas con germen Unicamente
aguellas procesadas con 2.1 % m/m Ca(OH), y 9 horas de reposo cumplieron con
la NMX-046-S-1980. Estos resultados corroboran lo reportado por Flores-Farias et
al. (2002) quienes mencionan que los factores que inciden en el tamafio medio de
las particulas en las harinas son la dureza del grano, el tiempo de nixtamalizacion,
la cantidad de alcali empleada, el tiempo de reposo la velocidad de la molienda y
el cribado de la harina. Por otro lado, se ha sefalado que la funcionalidad de las
harinas de maiz nixtamalizado estd méas relacionado con las caracteristicas
intrinsecas del almidén que se encuentra retenido en los tamices que con respecto

a la distribucion del tamafio de la particula (Sahai et al. 2001).

Los resultados que se reportan en el Cuadro 16 se contraponen con lo sefialado
por Cornejo-Villegas et al. (2013), ya que estos autores sugieren que las particulas

finas estan constituidas mayoritariamente por el endospermo externo del grano, o
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bien, por fracciones del pericarpio y del germen, en tanto que las particulas
gruesas estan conformadas por las capas mas internas del endospermo. En este
contexto es importante destacar que en este trabajo se obtuvo un mayor
porcentaje de particulas finas en las harinas de maiz nixtamalizado sin germen
debido a que esta estructura contiene un alto porcentaje de lipidos, los cuales
aglomeran las particulas y forma grumos indeseables en el producto. No obstante,
se presume que las masas preparadas con harinas de maiz nixtamalizado sin
germen, pueden tener menor fuerza mecanica que las masas correspondientes a

las harinas con germen.

Segun el andlisis de interacciones entre el rendimiento de las harinas y
las variables de proceso; se pudo observar que las harinas con germen
preparadas a 1.4 m/m y 2.1 m/m Ca(OH), tienen el mismo rendimiento para un
tiempo de reposo de 3 h. De igual manera, se observé una interaccién entre
harinas de maiz sin germen a 1.4 m/my 2.1 m/m Ca(OH), para 6 horas de reposo

(Anexo).

7.6 Contenido de acido palmitico, acido esteérico, acido oleico y acido

linoleico en aceite de germen de maiz

En el Cuadro 17 se muestra el contenido de acido palmitico (AP), acido
esteérico (AE), acido oleico (AO) y éacido linoleico (AL) en el aceite extraido del
germen crudo y germen de maiz nixtamalizado a diferentes condiciones de
proceso de nixtamalizacion, concentraciones de Ca(OH), de 0, 0.7, 1.4y 2.1 m/m
y tiempo de reposo de 0, 3, 6 y 9 h. No se present6 el contenido de acido miristico,
debido a que es uno de los &cidos grasos que se encuentra en menor proporcion

(1-3 %) en el aceite de maiz.

El contenido de AP, AE, AO y AL en el aceite del germen de maiz crudo
es similar al que presentan otras variedades de maiz cultivadas en Centroamérica
(Bressani et al. 1990). Las variaciones en el contenido de acidos grasos se
atribuyen en parte, a las variaciones genéticas del maiz, asi como a las practicas

de cultivo de cada region (Weber, 1987; Bressani et al., 1990).
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Cuadro 17. Contenido de acido palmitico, estearico, oleico y linoleico en el
germen de maiz nativo y nixtamalizado a diferentes concentraciones de
Ca(OH), y tiempos de reposo.

Muestras Acido Palmitico Acido Acido Acido
TR (h) | Ca(OH), (9/100g) Estearico Oleico Linoleico
(%) o (9/100g) | (g/100g) | (g/100g)

0 0 14.14 2.67 33.26 49.91

9 0 14.08 2.75 34.26 48.89

0 0.7 13.86 2.63 34.47 49.02

3 0.7 13.97 2.60 34.16 49.25

6 0.7 14.20 2.74 33.82 49.20

9 0.7 13.79 2.62 34.50 49.06

0 1.4 14.07 2.70 34.92 48.29

3 1.4 13.76 2.55 34.09 49.58

6 1.4 13.70 2.79 33.89 49.61

9 1.4 14.24 2.71 33.92 49.11

0 2.1 14.05 2.63 33.96 49.35

3 2.1 13.91 2.71 34.41 48.94

6 2.1 13.79 2.64 34.32 49.22

9 2.1 14.07 2.67 33.51 49.73

Control | Control 14.04 2.59 33.66 49.64

En lo que respecta al contenido de AP, AE, AO y AL en el aceite del
germen de maiz nixtamalizado se pudo observar que el proceso de
nixtamalizacion no promueve cambios significativos en el contenido de éstos
acidos grasos en comparacion con el aceite del germen crudo. Estos resultados
estan acorde con Bressani et al. (1990) quienes analizaron productos

nixtamalizados (tortillas) de cuatro variedades de maiz.

No obstante, es importante sefialar que aun cuando estos autores no
observaron modificaciones en el perfil de &cidos grasos, el contenido de grasa
total en el producto disminuyo por efecto de la nixtamalizacion. En este contexto
Martinez-Flores et al. (2006) sefialan que la cantidad de aceite extraido a partir del
grano de maiz nixtamalizado se reduce a medida que la cantidad de Ca(OH),
empleado durante el proceso de nixtamalizacion (0 a 3 % m/m) se incrementa.
Esta reduccion en el contenido de aceite extraido en el grano nixtamalizado a

mayores concentraciones de Ca(OH), empleado puede atribuirse en parte a que
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los lipidos del maiz se liberan durante las etapas de coccién y de reposo a través
de reacciones de saponificaciéon, en donde los &cidos grasos estan involucrados.

Por otro lado, Lopez-Duarte et al. (2009) mostraron que la concentracion
de acido linoleico en harina de maiz nixtamalizado por el método industrial
disminuye de manera significativa después de 180 dias de almacenamiento. Estos
datos sugieren que los acidos grasos del aceite de maiz podrian ser mas

susceptibles al almacenamiento que al proceso de nixtamalizacion per se.

7.7 indice de per6xido y saponificacion

En el Cuadro 18 se presentan los resultados obtenidos para los analisis de
indice de saponificacion (IS) e indice de peréxido (IP) del aceite de maiz extraido
de las muestras experimentales. Es importante sefalar que ambos indices son
algunos de los parametros mas importantes que se emplean para determinar la

inocuidad y la vida atil de un producto (Lépez-Duarte et al., 2009).

La peroxidacion de los lipidos o auto-oxidacion produce una modificacion
en la estructura de los triglicéridos que son parte de los componentes mayoritarios
del aceite de maiz. La formacion de radicales libres y su reaccion con acidos
grasos poliinsaturados como por ejemplo, el &cido linoleico y linolénico promueven
una reaccién en cadena que da lugar a la formacibn de peroxidos e

hidroperéxidos. Estos productos se cuantifican a través del indice de peréxido (IP).

Como se puede observar en el Cuadro 18 el IP para el aceite extraido del
maiz crudo fue de 0.54 meq O/kg el cual se encuentra por abajo del valor maximo
permitido por la NMX-F-223-SCFI-2011 que es de 2.0 meg O./kg.
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Cuadro 18. indice de saponificacion e indice de peroxido.

NMX F-174-SCFI-2006 NMX F-154-SCFI-2005
IS IP
TR | @O | mgkong | TR My | CAOM2 | (mEq de peréxidor
(w/w) : (wiw) -
aceite) Kg aceite)
0 0 183.10 £ 5.38a 0 0 150.88 + 1.35a
9 0 185.12 + 2.76a 9 0 102.64 + 2.26b
0 0.7 183.80 + 8.77a 0 0.7 128.09 + 7.99¢
3 0.7 185.79 + 6.07a 3 0.7 82.93 + 3.05d
6 0.7 180.88 + 1.81ab 6 0.7 78.15 £ 6.12d
9 0.7 178.25 + 6.05b 9 0.7 98.91 + 5.20b
0 1.4 184.97 + 1.02a 0 1.4 150.01 + 7.84a
3 1.4 181.42 £+ 4.17ab 3 1.4 46.60 + 6.04e
6 1.4 182.92 + 0.32ab 6 1.4 94.28 + 8.03b
9 1.4 186.00 + 2.29a 9 1.4 101.70 + 7.94b
0 2.1 183.50 + 9.20a 0 2.1 104.41 + 3.36b
3 2.1 187.03 + 1.53a 3 2.1 64.55 + 4.14f
6 2.1 188.70 + 0.99a 6 2.1 88.42 + 6.59d
9 2.1 207.19 £ 1.79c 9 2.1 118.39 + 6.45¢c
Crudo Crudo 198.91 £0.96d | Crudo | Crudo 0.54 + 0.08¢g

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas entre
tratamientos (p<0.05)

Es importante destacar que los aceites extraidos del maiz cocido en
ausencia de Ca(OH), presentaron un IP significativamente mayor (p< 0.05) al
aceite del maiz crudo, lo que confirma que las temperaturas elevadas a la que es
sometido un alimento durante su procesamiento o almacenamiento constituyen
uno de los factores que predisponen a la formacion de especies reactivas de
oxigeno como son el radical hidroxilo y el anién superdéxido, los cuales reaccionan
con los &cidos grasos insaturados iniciando la reaccion de oxidacién en cadena
(L6pez-Duarte y Vidal-Quintanar, 2009).

El IP de los aceites extraidos del maiz nixtamalizado a diferentes
condiciones de proceso se encontro en un rango de 64.55 hasta 150.88 (meq
02/kg), estos resultados son similares a los reportados por Yahuaca-Juarez et al.
(2013a). Los valores mas altos para el IP se observaron a un tiempo de reposo de
0 h y a una concentracion de Ca(OH), de 0.7 y 1.4 % (m/m). Estos datos estan

acorde con Yahuaca-Juarez et al. (2013a, 2013b) quienes observaron un mayor IP
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en masas de maiz nixtamalizado elaboradas a tiempos de reposo Yy
concentraciones de Ca(OH), reducidos, atribuyéndolo al hecho de que a estas
condiciones de proceso la reaccién de oxidacion de los lipidos se encuentra en la
primera etapa, en donde la formacion de peroxidos es mayor. Por otra parte,
resulta importante sefialar que el IP disminuyd significativamente (p< 0.05) en el
aceite del maiz nixtamalizado a 3 h de reposo y en las tres concentraciones de
Ca(OH), empleadas. La reduccion en el IP se puede asociar a la inestabilidad y
degradacion de los hidroperéxidos y peréxidos resultantes de la etapa de
propagacion de la reaccion de oxidacion que conlleva a la formacion de productos
secundarios como aldehidos, cetonas y lactonas correspondientes a la etapa final
de la reaccion de oxidacion. Estos productos son los responsables de los aromas
y sabores desagradables de los alimentos que contienen lipidos oxidados
(rancidez) (Vidal-Quintanar et al., 2003, Lopez-Duarte y Vidal-Quintanar, 2009;
Winkler-Moser y Breyer, 2011). El incremento del IP en las muestras analizadas
después de las 3 h de reposo puede estar asociado a que la reaccion de oxidacion
de los lipidos (reaccion en cadena) se prolonga dando lugar a la formacion de
otros productos oxidantes primarios, como por ejemplo los radicales de acidos
grasos que pueden reaccién con los acidos grasos insaturados originando nuevos
radicales de acidos grasos Yahuaca-Juarez et al. (2013a). Finalmente, los
resultados obtenidos en este trabajo indican que la concentracion de Ca(OH), y el
tiempo de reposo tienen un efecto estadisticamente significativo (p< 0.05) en el IP
del aceite extraido de las muestras experimentales, lo cual esta acorde con
Yahuaca-Juarez et al. (2013b) quienes sefialaron que en un modelo de prediccion
estos dos factores explican el 73.16 % de la variacion observada en el IP del
aceite de maiz nixtamalizado a diferentes concentraciones de Ca(OH), (0.75, 1.5y

2.25 % m/m) y tiempos de reposo (8, 12 y 16 h).

Los lipidos se pueden clasificar, en saponificables (susceptibles a
hidrolisis en un medio alcalino) y no saponificables. Los lipidos saponificables
contienen en su estructura ésteres de acidos grasos libres. Los segundos son
esteroles, carotenoides, tocoferoles cuya estructura quimica difiere notablemente

de los primeros. Los lipidos saponificables son mayoritarios en el germen y
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representan el 93 % de los lipidos presentes en esta estructura. A su vez los
triglicéridos son los componentes mayoritarios en este grupo de lipidos, con una

abundancia relativa de un 85 % (Weber et al., 1987).

El indice de saponificacion es inversamente proporcional al peso
molecular de los acidos grasos libres presentes en una muestra de aceite o grasa.
El indice de saponificacion para el aceite obtenido del maiz nativo (crudo) fue de
198.91 mg KOHY/ g aceite, el cual resultdé similar al valor médximo permitido por la
NMX-F-030-SCFI 1985 (197 mg KOH/ g aceite). Por el contrario, el IS del aceite
de maiz cocido en ausencia de Ca(OH), a 0 y 9 h de reposo, asi como en los
aceites extraidos a diferentes concentraciones de Ca(OH), excepto el aceite
extraido del maiz nixtamalizado con 2.1 % m/m de Ca(OH), y con 9 h de reposo
fue menor al observado en el aceite de maiz nativo y al valor maximo permitido
por la NMX-F-030-SCFI 1985 (Cuadro 18). El IS de los aceites extraidos del
germen de maiz nixtamalizado a diferentes condiciones de proceso fue en
promedio de 185.61 g/KOH g aceite, lo que representa una disminucién del 6.68 %
del valor observado en el aceite obtenido del grano crudo. Se ha reportado que
este decremento es debido a que durante el proceso de nixtamalizacion los
triglicéridos son hidrolizados dando lugar a la formacién de &cidos grasos libres,
de tal forma que los iones de calcio procedentes del Ca(OH), utilizado durante el
proceso de nixtamalizacion reaccionan con el grupo carboxilo de los acidos grasos
libres reduciendo en consecuencia los sitios de unién con los iones potasio cuando
se lleva a cabo el andlisis de IS (Rendon-Villalobos et al., 2009; Yahuaca-Juéarez
et al. 2013a). Es importante destacar que en este estudio el valor maximo para el
IS se observo en el aceite extraido del maiz nixtamalizado con 2.1 % m/m de
Ca(OH), y con 9 h de reposo, en tanto que el valor minimo se detect6 en el aceite
extraido del maiz nixtamalizado con_0.7 % m/m de Ca(OH), y con 9 h de reposo.
Estos resultados indican que el efecto de la concentracion de Ca(OH), en el IS es
significativamente mayor (p< 0.05) respecto al tiempo de reposo. La presencia de
CaCOg; (calcita) detectada mediante difraccién de rayos X en el germen de maiz
nixtamalizado con 2.1 % m/m de Ca(OH), y con 9 h de reposo sugieren que este

compuesto puede actuar como un interferente en el analisis reaccionando con el
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acido clorhidrico empleado en la determinacién del IS de acuerdo a la reaccién
que se indica en la Ec. 11 elevandose de esta forma el IS en la muestra obtenida
bajo estas condiciones de proceso. Por el contrario, en las muestras de aceite en
donde no se detecto la presencia de CaCOgs el IS fue menor con respecto al aceite

extraido del grano nativo (crudo).

CaCO3z+ 2 HCI CaCl, + CO; + H,O Ec. 11

7.8 Cuantificacion de aflatoxinas

La cuantificacion de aflatoxinas se realiz6 a través de los cromatogramas
obtenidos por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC). Se inici6 por la
identificacion de los picos caracteristicos de cada aflatoxina (AFB1, AFB,, AFG; y
AFG,) mediante el empleo de estandares a una concentracién de 64 ng mL™ como

se muestra en la Figura 37.
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Figura 37. Picos cromatograficos correspondientes a las aflatoxinas By,
B,, G1y G,obtenidos en el HPLC a una concentracién de 64 ng mL™.
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7.8.1 Curvas de calibracion de las aflatoxinas

Las curvas de calibracion son necesarias para la cuantificacion de
aflatoxinas y se realizan a partir de concentraciones de 1 pg mL™ para cada una
de las 4 soluciones estandar correspondientes a cada aflatoxina (AFB1, AFB,,
AFG3, AFG,). Se prepararon las diluciones en acetonitrilo para obtener las curvas
de calibracion de cada aflatoxina. Las curvas de calibracion se realizaron de
acuerdo al area bajo la curva de cada pico cromatografico en su tiempo de
retencion (Tr) caracteristico para cada aflatoxina para sus diferentes

concentraciones (diluciones).

En el Cuadro 19 se presenta la regresion lineal correspondiente a las
curvas de calibracion de las aflatoxinas (AFB1, AFB,, AFG;, AFG,), los tiempos de
retencién promedio detectada para cada aflatoxina y el coeficiente de correlacion

obtenido en cada una de las regresiones.

Cuadro 19. Regresiones lineales obtenidas en las curvas de calibracién para
las aflatoxinas Bi, B, G;, G, tiempos de retencién promedio detectados para
cada aflatoxina y coeficientes de correlacion.

Tiempo de Coeficiente de
Aflatoxina retencion Regresion lineal | correlacion (R?)
(min)
AFB; 7.195 - 8.983 0.5557x + 0.8245 0.9809
AFB; 18.965 - 23.272 | 0.5683x + 1.4339 0.9954
AFG; 7.681 - 9.541 0.0697x + 0.3942 0.9871
AFG, 12.214 - 14.492 | 1.5848x — 5.4446 0.9933

7.8.2 Identificacion y cuantificacion de Aflatoxinas en HMN y HMN-SG

El contenido de aflatoxinas detectadas en las harinas de maiz
nixtamalizado con germen y sin germen se presentan en el Cuadro 20. El analisis
de varianza de los tratamientos evidencid que los factores que tienen un efecto
significativo en el contenido de aflatoxinas B;, B,, G; y aflatoxinas totales son la
presencia del germen y la concentracion de Ca(OH), empleado en el proceso de
nixtamalizacion (p<0.05); especificamente las concentraciones de 1.4y 2.1 % m/m
de Ca(OH), Unicamente el tiempo de reposo tuvo un efecto significativo en el

contenido de las aflatoxinas B, (p=0.0458) y G; (p=0.0445). Con respecto a la
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aflatoxina G, ninguno de los tres factores analizados (germen, concentracién de
Ca(OH),, y tiempo de reposo tuvo un efecto significativo en el contenido de esta

aflatoxina.

En el Cuadro 20 se puede observar que el contenido de aflatoxinas totales
en harinas de maiz nixtamalizado con germen y en harinas desgerminadas es
mayor a 12 pg kg™, siendo este valor el limite de tolerancia establecido en la por la
NOM-247-SSA1-2008. Es importante destacar que la aflatoxina B, es la que se
encuentra en mayor concentracion en las harinas de maiz nixtamalizado y crudo
con germen cuyo valor promedio fue de 2.86 ng mL™. En este sentido es
importante destacar que el consumo de maiz contaminado con aflatoxinas durante
un tiempo prolongado pueden acumularse en el ADN y formar aductos que
pueden desencadenar una mutacion y posiblemente el desarrollo de un céancer
(Carvajal et al., 2004; Castillo-Urueta et al., 2011).

En general, se observé que las aflatoxinas B, y G; son las que se
encontraron en mayor concentracion en las harinas con germen siendo su
concentracién promedio de 2.86 y 1.69 ng mL™, respectivamente. Como se
mencion6 anteriormente el grado de toxicidad de las aflatoxinas de acuerdo a sus
caracteristicas teratogénicas, mutagénicas y cancerigenas es de acuerdo al
siguiente orden: AFB; > AFG; > AFG, > AFB, (Castillo-Urueta et al., 2011). Sin
embargo, las aflatoxinas se pueden acumular en el ADN, formar aductos y llegar a
generar un cancer (Hsieh, 1983).

Los grupos de aflatoxinas G y B se diferencian en las enzimas
involucradas en su biosintesis, no obstante de que tienen el mismo producto
intermediario en la ruta biosintética. Las enzimas involucradas en la formacion de
las aflatoxinas del grupo G son menos estables con respecto a las aflatoxinas del
grupo B (Yabe et al., 1999). Las diferentes especies de hongos producen
diferentes tipos de aflatoxinas, concretamente Aspergillus flavus Unicamente
produce aflatoxina B; y B,, en tanto que Aspergillus parasiticus produce
aflatoxinas B1, B,, G1 y G,. Por lo anterior, se puede inferir que el maiz empleado

en la elaboracion de las muestras experimentales estuvo contaminado con ambos
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hongos, aunque es probable que estuviera mayormente expuesto a Aspergillus
parasiticus. Los factores biolégicos como la exposicion a diferentes especies de
Aspergillus, los factores fisicos entre los que se puede mencionar la humedad
relativa de la atmodsfera y, del sustrato, asi como los factores bioquimicos y
ambientales favorecen la produccion de aflatoxinas. De la misma manera las
condiciones de almacenamiento inadecuadas, como son una temperatura entre 20
a 40 °C, una humedad de 10 a 20 % y una humedad relativa en el aire de 70 a 90
%, potencializan la produccion de aflatoxina (Cotty y Garcia, 2007; Castillo-Urueta
et al., 2011).

El proceso de nixtamalizacién bajo las condiciones en que se llevo a cabo
en este trabajo no eliming las aflatoxinas AFB;, AFB, AFG; y AFG, en las harinas
de maiz crudo, cocido y nixtamalizado con germen. Estos resultados coinciden
con Abbas et al. (1988) quienes identificaron diversas micotoxinas en muestras de
maiz, tortillas de maiz y de trigo e indicaron que las aflatoxinas, la zearalenona y el
desoxinivalenol (DON) no se destruian con el tratamiento alcalino a una
concentracion de un 2 % m/m de Ca(OH), y a temperaturas de coccién de 110
°C.
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Cuadro 20. Concentraciones de aflatoxinas (ng mL™) en harinas de maiz nixtamalizado con germen y sin

germen, harinas de maiz cocido con germen y sin germen y harinas de maiz crudo.

Concentracién ng mL™

Harinas de maiz crudo, Aflatoxinas
cocido y nixtamalizado con Aflatoxinas totales /K
’ germen AFB, AFB; AFG, AFG, totales harina ’
m/m Ca(OH), TR (h)
0 9 0.08 +0.01 2.01+2.19 0.73+0.39 0 2.82 1128
0.7 3 0.13 +0.07 1.26+2.12 1.61+1.22 0 2.99 1196
0.7 9 0.11 £ 0.05 2.27 £ 2.00 1.00 £ 1.09 0 3.38 1352
1.4 3 0.77 £ 1.07 4.59 + 0.32 2.53+1.01 0 7.89 3156
1.4 9 0.12+0.10 4.35+0.43 0.54 +0.49 0.33 +0.57 5.34 2136
2.1 3 0.10+£0.13 3.63+1.46 0.43+0.51 0.27 £ 0.46 4.43 1772
2.1 9 0.52 +0.79 3.91+0.04 5.6 + 9.69 0.39 + 0.37 10.42 4168
Crudo Crudo 0.14 £ 0.05 0.86 +1.38 1.11+1.29 0 2.11 844
Promedio 0.25 2.86 1.69 0.12 4.92
Concentraciéon ng mL™
Harinas de maiz cocido y Aflatoxinas
nixtamalizado con sin AFB, AFB, AFG, AFG, Aflatoxinas totale§ /IKg
germen totales harina
m/m Ca(OH); TR (h)
0 9 0.99 + 0.69 0.08 +0.01 9.65 + 8.22 0 10.72 4288
0.7 3 1.68+0.16 0.09+0.04 | 19.74+1.91 0.17 £ 0.30 21.68 8672
0.7 9 2.09 + 0.06 0.017 £0.02 | 23.81 +2.09 0 25.92 10368
1.4 3 0.99 +0.81 0.09+0.06 | 11.52+9.80 0 12.60 5040
1.4 9 3.76 £ 0.49 0.037 +0.06 | 44.28 +5.77 0 48.08 19232
2.1 3 2.63+0.10 0.05+0.04 | 30.97+1.16 0 33.65 13460
2.1 9 2.38 + 0.06 0.017 £0.02 | 27.76 £0.40 0 30.16 12064
Promedio 2.07 0.05 23.96 0.02 26.12
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La concentracion promedio de aflatoxina B, en harinas sin germen fue de
0.05 ng mL* (Cuadro 20), la cual disminuyé significativamente (p= 0.0) con
respecto a la concentracién de 2.86 ng mL™ en harinas con germen. A este
respecto es importante mencionar que las aflatoxinas se encuentran
principalmente en el germen del maiz y se acumulan en las partes ricas en acidos
grasos (Payne, 1983). Estos resultados indican que la reduccién en el contenido
de aflatoxina B, en las harinas sin germen es debido a que para esta aflatoxina en
particular, los componentes del germen no ejercen un efecto protector contra las
aflatoxinas como el observado para las aflatoxinas B; y G; en donde el contenido
de estas dos aflatoxinas fue mayor en las harinas de maiz desgerminado en
comparacion con las harinas de maiz nixtamalizado con germen. En cuanto al
contenido de aflatoxinas totales, éste fue significativamente menor (p <0.05) en las
harinas nixtamalizadas con germen con respecto a las harinas de maiz
nixtamalizadas sin germen, lo que indica que el germen al ser una estructura con
alto contenido de acidos grasos entre éstos el acido linoléico y otros componentes
como flavonoides, monoterpenos y carotenoides pueden tener la capacidad de
suprimir la activacion metabdlica de las aflatoxinas especificamente la B; y la G1.
En lo que respecta a la aflatoxina G, no se observaron diferencias significativas (p
<0.05) en el contenido de esta aflatoxina entre las harinas de maiz nixtamalizado

con germen y sin germen.
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8. CONCLUSIONES

e Las transformaciones morfologicas del germen de maiz nixtamalizado a
diferentes condiciones de proceso son resultado de la difusion y fijacion del
calcio en esta estructura. Estos cambios involucran un engrosamiento del tejido
vascular del escutelo y del embrién, asi como la disgregacion de granulos de
almidén 'y cuerpos grasos, los cuales son mas evidentes a altas

concentraciones de Ca(OH), y tiempos de reposo prolongados.

e El germen de maiz nixtamalizado contribuye significativamente (p<0.05) en el
contenido de calcio de las harinas de maiz nixtamalizado, la cantidad de calcio
fijado fue mayor en las harinas elaboradas con 2.1 % m/m de Ca(OH), y 9 h de

reposo.

e El pico de viscosidad aparente en las harinas de maiz nixtamalizado sin germen
fue menor con respecto a las harinas de maiz nixtamalizado con germen; esto
indica que la presencia del germen es importante para el desarrollo de las
propiedades reoldgicas en las harinas. Los valores mas altos en el pico de
viscosidad aparente se observaron a 1.4y 2.1 % m/m de Ca(OH), y 9 h de

reposo.

e Las harinas elaboradas con altas concentraciones de Ca(OH); (1.4 y 2.1 %
m/m) y tiempos de reposo prolongados (6 y 9 h) presentaron un alto porcentaje
de particulas finas, lo que permiti6 que dichas harinas cumplieran con el
requerimiento establecido por la norma NMX-046-S-1980. Las harinas sin
germen fueron las que presentaron una granulometria mas adecuada acorde

con la Norma Mexicana anteriormente sefialada.

e EIl proceso de nixtamalizacion no promueve cambios significativos (p<0.05) en
el contenido de acido palmitico, acido estearico, acido oleico y acido linoleico
del aceite extraido del germen nixtamalizado en comparacion con el aceite del
germen crudo en las condiciones de proceso analizadas (0.7, 1.4 y 2.1 % m/m
Ca(OH),y 0, 3, 6, 9 h de reposo).
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e La presencia de compuestos amorfos en el germen evito identificar de manera
inequivoca mediante analisis de difraccion de rayos X la presencia de
complejos amilosa-lipidos en las muestras analizadas. Sin embargo, se detecto
por primera vez la presencia de CaCO3; en el germen de maiz nixtamalizado,
especificamente en las muestras procesadas con 2.1 % m/m de Ca(OH),y 9 h

de reposo.

e La concentracibn de Ca(OH), y el tiempo de reposo tienen un efecto
significativo (p< 0.05) en el indice de peroxido de los aceites extraidos del
germen de maiz cocido en ausencia de alcali y maiz nixtamalizado. Los valores
obtenidos para este indice en todas las muestras experimentales se encuentran
por arriba del limite maximo permitido por la NMX-F-223-SCFI-2011 para el

aceite puro de maiz (2 meg/Kg).

e El efecto de la concentracion de Ca(OH), en el indice de saponificacion de los
aceites de maiz extraidos de las muestras experimentales es significativamente
mayor (p< 0.05) con respecto al tiempo de reposo. El valor maximo para el
indice de saponificacion se observo en el aceite extraido del maiz nixtamalizado
con 2.1 % m/m de Ca(OH), y con 9 h de reposo (207.19 + 1.79 mg KOH/g
aceite), el cual es mayor al limite maximo permitido por la NMX-F-030-1985

para aceite puro de maiz (197 mg KOH/g aceite).

e Las concentraciones de 1.4y 2.1 % m/m de Ca(OH), empleadas en el proceso
de nixtamalizacion del grano de maiz y la presencia del germen tienen un efecto
significativo (p< 0.05) en la disminucion del contenido de las aflatoxinas A; y Gs.
No obstante, el contenido de aflatoxinas totales en todas las muestras
experimentales fue mayor a 12 ug kg™ que es el limite méaximo permitido por la
NOM-247-SSA1-2008.
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Harinas de maiz con germen

ANEXOS

Grafica de efectos principales para % CALCIO
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Grafica de efectos principales para % RENDIMIENTO
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Grafica de efectos principales para PICO VISCOSIDAD
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Harinas de maiz sin germen
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Grafica de efectos principales para % RENDIMIENTO
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Grafica de efectos principales para PICO VISCOSIDAD
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