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Resumen

En la actualidad hay una tendencia de los consumidores hacia alimentos que ademas de
su valor nutritivo ofrezcan un beneficio a la salud, el aumento en la demanda de estos
productos ha llevado a desarrollar nuevas tecnologias para adicionarles componentes bioactivos
gue aporten un beneficio al organismo humano, a estos productos alimenticios se les ha
llamado alimentos funcionales (AF). El objetivo del presente trabajo fue la elaboracion de un AF
a base de maiz pigmentado, para ello se nixtamalizé y fermenté masa de maiz de color azul
empleando Lactobacillus casei Shirota y Lactobacillus rhamnosus GG que son microorganismos
probidticos, y finalmente fue saborizado con pulpa de fruta la cual aportard vitaminas y
minerales. Se evalué la viabilidad de los probidticos en el AF y se cuantificé su potencial
nutracéutico.

Los resultados a las 60 horas de fermentacién mostraron concentraciones de 10%

UFC/gmasa pPara los dos probidticos y fue hasta después de 30 dias de ser almacenada en
refrigeracion que se observd disminucién de un orden de magnitud en la concentracién de los
lactobacilos, llegando a 10’ UFC/gmasa- En el AF con pulpa de guayaba hubo una conservacién de
la viabilidad de los lactobacilos a los 15 dias de ser almacenada con una concentracién de 10’
UFC/gar mientras que al adicionar pulpa de tamarindo esto no ocurrié, probablemente el
reducido valor de pH obtenido en el alimento tuvo una influencia negativa sobre Ia
sobrevivencia de ambos microorganismos.

Al determinar la concentracion de los compuestos nutracéuticos en el AF se observd
que, el formulado con la pulpa de tamarindo presentd una disminucién del 50% en la actividad
antioxidante en relacién al del maiz pigmentado, en tanto que con pulpa de guayaba hubo un
incremento del 250% de la actividad antioxidante, esto se debe a que la guayaba presenta
compuestos fendlicos en alta concentracién.

Los resultados obtenidos muestran que es posible generar una masa fermentada con
propiedades antioxidantes y funcidon probidtica, que puede ser de interés para la industria
alimentaria por su potencial para integrarse en formulaciones atractivas para la poblacién e
incluso apoya la produccidn de los maices pigmentados que tienen un mercado y uso reducido
en la actualidad.
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Abstract

At present there is a tendency of consumers towards food who addition have nutritional
value provide a benefit to health, the increase in demand for these products has led to
development of new technologies to add bioactive compounds that are beneficial to organism,
these foodstuffs have been called functional foods (FF). The aim of this work was the
development of a FF based on pigmented corn, for this was nixtamalized and fermented corn
dough blue using Lactobacillus casei Shirota and Lactobacillus rhamnosus GG that are probiotic
microorganisms, and was finally was flavored using fruit pulp that provide vitamins and
minerals. The viability of the probiotic was evaluated in the FF and was quantified his
nutraceutical potential.

The results at 60 hours of fermentation showed concentrations of 10® CFU/gmasa for both
probiotics and was up after 30 days of being stored at refrigeration was observed decreasing
one order of magnitude in the concentration of the lactobacilli, reaching 10’ UFC/gmasa- In the FF
with guava pulp there was a conservation of viability of lactobacilli at 15 days of stored with a
concentration of 10’ CFU /ggr, while to adding with tamarind pulp this did not happen, probably
the reduced pH value obtained in the feed had a negative influence on the survival of both
microorganisms.

In determining the concentration of nutraceuticals in the FF was observed that, the
formulated with tamarind pulp presented a 50% decrease in antioxidant activity compared to
the pigmented maize, whereas with guava pulp there was an increase of 250% of the
antioxidant activity, this is because the guava has a high concentration of phenolics compounds.

The results show that it is possible to generate dough fermented with properties
antioxidants and probiotic function, which may be of interest to the food industry for its
potential to integrated into attractive formulations for the population and even supports the
production of pigment maize they have a limited market and use at present.
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1 Introduccion

En México uno de los problemas actuales son los malos habitos en la alimentacién y en
consecuencia se tiene una mala nutricidn, la cual, provoca enfermedades y un aumento de
obesidad en la poblacién, por lo que hay una tendencia de los consumidores hacia ciertos
alimentos, que ademas del valor nutritivo aporten beneficios a las funciones fisioldgicas del
organismo humano. Estas variaciones en los patrones de alimentacién generaron una nueva
area de desarrollo de nuevas tecnologias en la industria alimenticia para la produccién de los
alimentos funcionales (AF) (Alvidrez-Morales et al., 2002).

En la elaboracidn de los AF es importante la utilizacidon de productos naturales los cuales
contienen componentes bioactivos como los compuestos fendlicos con capacidad antioxidante
presentes en los maices pigmentados, asi como la adicion de probidticos que son
microorganismos vivos que al ingerirse proporcionan un beneficio al organismo, como el
mejorar la funcién inmunoldgica, reduciendo asi las infecciones gastrointestinales al impedir el
crecimiento y colonizacidn de bacterias patdgenas, por otro lado la adicidn de pulpa de fruta la
cual le proporcionan sabor y aroma agradable, y en particular, las frutas contienen azucares
simples, como fructosa, sacarosa y glucosa, que se caracterizan por su facil digestién y rapida
absorcién, ademas de aportar fibras, vitaminas, minerales y proteinas y por ultimo la utilizacion
de edulcorantes no caléricos como la estevia que es de origen natural, los cuales le confieren un
sabor dulce similar al del azlicar pero sin el aporte caldrico.




2 Antecedentes

2.1 Alimento Funcional

La primera resefia histérica del uso de los alimentos funcionales (AF) viene de Japdn
donde en la década de los 80’s y gracias a la ayuda del gobierno de ese pais se comenzo la
investigacion y se propuso el término de alimentos saludables para uso especifico, en inglés
Foods for Special Health Use (FOSHU). Este concepto expone por primera vez la existencia de
“alimentos con efecto especifico sobre la salud” y en consecuencia, la poblacién se puede
beneficiar de su consumo. La expansién de los AF fue inmediata alcanzando una gran
popularidad en otros paises donde su demanda se ha incrementado.

La definicién de alimento funcional mds aceptado hasta el momento es la emitida por el
ILSI (International Life Sciences Institute) como “aquel que contiene un componente, nutriente
o no nutriente, con efecto selectivo sobre una o varias funciones del organismo, con un efecto
afiadido por encima de su valor nutricional y que sus efectos positivos justifican que pueden
reivindicar sus caracteristicas funcionales o incluso saludables” (Ramos et al., 2008).

Un alimento funcional puede ser:

e Un alimento natural.

e Un alimento al que se le ha agregado o eliminado un componente por alguna
tecnologia o biotecnologia.

e Un alimento donde la naturaleza de uno o mas componentes ha sido variada.

e Un alimento en el cual la biodisponibilidad de uno o mas de sus componentes ha
sido modificada.

Cualquier combinacién de las anteriores posibilidades.

En resumen, un AF (Cuadro 1), es aquel que, aparte de su papel nutritivo basico desde el
punto de vista material y energético, son capaces de proporcionar un beneficio adicional
a la salud.
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El desarrollo de AF estd asociado en gran parte con:

e La identificaciébn y caracterizacién de compuestos bioactivos, de su

biodisponibilidad.

e El entendimiento cientifico de cdmo se modulan procesos bioldgicos involucrados

en la salud.

Cuadro 1 Ejemplo de Alimentos Funcionales.

ALIMENTO
COMPONENTE BIOACTIVO PROPIEDAD FUNCIONAL
FUNCIONAL

L Mejora de funcionamiento intestinal y el
Yogures probidticos L i . .
equilibrio microbiano intestinal

Soya, espinacas y Disminuyen el colesterol sanguineo y poseen

saponinas . . i
alfalfa actividad anticancerigena.
Reducen niveles de colesterol LDL
i Esteroles y estanoles de o . ]
Margarinas . o Disminuyen el riesgo de padecer afecciones
origen vegetal afadidos )
cardiacas.
Maices pigmentados fenoles, antocianinas y Prevencion de colesterolemia, cancery
y amaranto flavonoides envejecimiento celular
Huevos ricos en . i .
. . - Control de hipertensiéon, metabolismo de
acidos grasos Acidos grasos omega-3 lioid
ipidos

esenciales omega-3




2.2 Probioticos

El término “probidtico” fue introducido por primera vez en 1965 por Lilly y Stillwell; a
diferencia de los antibidticos, se defini6 como aquel factor de origen microbiolégico que
estimula el crecimiento de otros organismos. En 1989, Flller enfatizé el requisito de viabilidad
para los probidticos e introdujo la idea de que tienen un efecto benéfico para el huésped.
Finalmente, Guaner y Schaafsma en 1989 acufaron el término probidtico para aquellos
microorganismos con actividad benéfica en el huésped (Vrese y Schrezenmeir, 2008).

En el 2001 Simmering y Blaut definieron a los probiéticos como “organismos vivos que al
ingerirse afectan benéficamente al hospedero mejorando la microbiota intestinal”. Los efectos
positivos de los probidticos dependen de la cepa bacteriana que se utiliza, de la existencia de un
tipo 0 mas bacterias y de su interaccién, del tipo de producto en el que se incluyen, del tiempo
de consumo del producto, de la genética propia del individuo, de la existencia o no de una
patologia, y de la dosis suministrada. Una concentracion minima en el intervalo de 10°-10®
UFC/g o mL de producto asegura la funcidon probidtica, ya que si se tiene una concentracién
menor o igual a 10° UFC, el probidtico es incapaz de ejercer su beneficio a la salud (Gémez et al.,
2008).

Existen diferentes tipos de microorganismos utilizados como probiéticos (Cuadro 2), sin
embargo los mas utilizados son las bacterias acido lacticas (BAL) que son gram-positivos, y
aunque prefieren las condiciones anaerobias son aerotolerantes, acido tolerantes vy
estrictamente fermentativos, produciendo acido lactico como producto principal. Los géneros
mas importantes son: Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, y Bifidobacterium. Las BAL se dividen generalmente en dos grupos de acuerdo a la
forma de metabolizar los carbohidratos, las homofermentativas y las heterofermentativas. El
grupo homofermentativo formado por Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus y
varios Lactobacillus utilizan la via Embden-Meyerhof-Parnas (glucolitica) para transformar una
fuente de carbono principalmente en acido lactico, mientras que las heterofermentativas
producen cantidades equimolares de lactato, CO,, etanol o acetato a través de la via de la
fosfocetolasa, entre las bacterias de este grupo se incluyen Leuconostoc, Weisella y algunos
Lactobacillus (Ranadheera et al., 2010).
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Cuadro 2 Microorganismos utilizados como probiéticos.
Lactobacillus Bifidobacterium Otros microorganismos

Streptococcus salvarius subsp.

L. acidophilus LA-5 B. animalis DN 173 010
thermophilus
L. acidophilus NCFM B. animalis subsp. lactis Bd-21 Lactococcus lactis L1A
L. casei DN-114 001 B. breve Saccharomyces cerevisiae (boulardii)
L. casei CRL431 B. infantis HN019 (DR10) Enterococcus LAB SF 68
L. casei F19 B. longum BB536 Pediococcus acidolactici
L. casei Shirota B. animalis DN 173 010 Escherichia coli Nissle 1917

Streptococcus salvarius subsp.
L. johnsonii Lal (Lj1) B. animalis subsp. lactis Bd-21
thermophilus

L. plantarum 299V
L. reuteri ATTC 55730

Los probidticos se utilizan en alimentos, especialmente en productos lacteos fermentados,
siendo probablemente el yogurt el mas utilizado, también en el queso y otros derivados de la
leche. El consumo de probidticos puede ayudar a nuestro organismo a fortalecerse o a combatir
algunas enfermedades. Estos son algunos de sus beneficios en el humano (Vrese y
Schrezenmeir, 2008):

e Producen enzimas digestivas muy importantes como la B-galactosidasa la cual a su vez
alivia la intolerancia a la lactosa en el intestino delgado.

e Generan un efecto antagdnico en contra de diarrea infecciosa, que es causada por
antibioticos.

e Disminuyen el colesterol por asimilacion, modifican la actividad hidrolasa de las sales
biliares y tienen efecto antioxidante.

e Mantienen la integridad de las mucosas, aumentan la movilidad del intestino aliviando el
estrefiimiento.

e Reducen las reacciones alérgicas inflamatorias.




e Efectos anticancerigenos en el colon.

o Refuerza el sistema inmunoldgico de respuesta inespecifica, incrementa la actividad
fagocitica de células blancas, induce la sintesis de citocinas, incrementa la actividad litica
de las células, aumenta los niveles de inmunoglobulinas.

e Ayudan a controlar enfermedades urinarias en mujeres.

e Disminuyen el pH intestinal y destruyen las sustancias toxicas.

e Producen compuestos antimicrobianos (bacteriocinas) que inhiben a los
microorganismos patégenos.

2.3 Compuestos bioactivos

2.3.1 Antioxidantes

Son sustancias sintéticas o naturales que previenen la oxidacién o inhiben reacciones
promovidas por oxigeno y perdxidos. Muchas de estas sustancias son utilizadas como
conservadores de varios productos para evitar su deterioro. Los antioxidantes son fuertes
agentes reductores debido a las propiedades de oéxido reduccién de sus grupos hidroxilo.
Ejercen sus propiedades protectoras previniendo la produccién de radicales libres o
neutralizando los producidos en el cuerpo (Serrano-Maldonado, 2010). Por definicion la
actividad antioxidante es la capacidad de un compuesto de inhibir la degradacién oxidativa, en
general, la actividad antioxidante aumenta cuando existen grupos hidroxilo o grupos donadores
de hidrégeno en la estructura molecular del compuesto, los principales compuestos que tienen
actividad antioxidante son: carotenoides, fosfolipidos, tocoferoles (vitamina E), vitamina C,
compuestos fendlicos, flavonoides, antocianinas y algunos aminodcidos.

El uso de antioxidantes naturales, como aditivos alimentarios para la inactivacién de
radicales libres tiene relevancia actual, no solo por las propiedades reductoras, sino porque son
naturales y el consumidor los aprecia en el cuadro 3 se presentan ejemplos de compuestos
antioxidantes y su fuente alimenticia.




Cuadro 3 Compuestos antioxidantes presentes en los alimentos
COMPUESTO

FUENTE ALIMENTARIA

ANTIOXIDANTE

Germen de trigo, en los cereales de grano entero,
Vitamina E el aceite de oliva, los vegetales de hoja verde y
los frutos secos

. ) Los citricos, el kiwi, la fresa, el pimiento verde, la
Vitamina C . .
coliflor, las espinacas y los tomates crudos

Vegetales de color amarillo o rojo, y también en
Betacaroteno las hojas de color verde oscuro como la espinaca,
las acelgas

En las frutas, verduras y hortalizas frescas, la
. soya, maices pigmentados, el aceite de oliva,
Polifenoles , ] )
café, chocolate, el ajo, la papa y diversas

legumbres y frutas secas

En los pescados azules (como la sardina o el
Coenzima Q10 salmon) y en las visceras: corazén, higado,
rinones

Una de las técnicas para determinar la actividad antioxidante es midiendo la reduccién
del radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), en su forma radical tiene color purpura con una
absorcion maxima a 517 nm, en su forma reducida después de la accién de los antioxidantes
sobre el radical, el DPPH se torna a color amarillo. La reaccién de reduccién del radical DPPH se
observa en la Figura 1. El cambio de coloracion de este compuesto se monitorea para
determinar la concentracién de antioxidantes en la muestra de estudio (Brand-Williams et al.,
1995).

DPPH* Forma reducida del DPPH

Pdrpura (517nm) Amarillo

Figura 1 Mecanismo de reaccién de reduccién de radical DPPH.
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2.3.2 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o fenoles son sustancias organicas que poseen un anillo
aromatico, unidos a uno o mas grupos hidroxilo. Los fenoles agrupan un amplio intervalo de
sustancias (Cuadro 4) que difieren en el nUmero de dtomos de carbono, en el nimero de grupos
sustituyentes y posicion del grupo hidroxilo (Figura 2). Los fenoles se consideran antioxidantes
fuertes y secuestradores de radicales libres que inhiben la oxidacion de lipidos, ya que
interfieren con el proceso de oxidacién al reaccionar con los radicales libres, quelan metales
cataliticos y capturan el oxigeno. El consumo promedio de fenoles al dia es de un gramo, siendo
las principales fuentes las frutas, diferentes tipos de té y café, ademas de encontrarse en
cereales, legumbres y vegetales (Pérez-Lara, 2011).

Cuadro 4 Ejemplos de compuestos fendlicos presentes en los alimentos
COMPUESTO FENOLICO FUENTE ALIMENTARIA ‘

L. Fresas, ciruelas, maiz azul y rojo, uvas,
Antocianinas . i
berenjenas, rabano

Neohesperidina Naranja
Oleouropeina Aceitunas
Eugenol Platanos
Tirosol Aceite de oliva

. Semillas de ajonjoli, centeno, brécoli, calabaza,
Lignano
soya y algunas bayas




CH, CH,0H

Tirosol

OH
H C :
\
ot OCH;

iR

OH

COOH

OCH;

CH30

OH

Figura 2 Ejemplo de estructuras de compuestos fendlicos

El método descrito por Singleton et al., (1999) mide el total de fenoles (compuestos
fendlicos) usando el reactivo de Folin-Ciocalteu (FC), dichos compuestos

reactivo bajo condiciones alcalinas (Figura 3), por lo que la disociacidon de protones fenélicos da

reaccionan con el

lugar a un anién fenolato que es capaz de reducir al reactivo de FC, asi forma un complejo azul
entre el fenolato y el reactivo independientemente de la estructura del compuesto fendlico.

OH
O pH ~10
HO ™
O + PMoW.O, ——» Complejo fosfato
verde/Mo(V)
OH
Polifenol Amarillo Verde A= 765 nm

+
Mo(VI) + Compuesto fenélico_e,

Mo (V)

Figura 3 Mecanismo de reaccién de compuestos fendlicos y el reactivo de Folin-Ciocalteu.

2.3.3 Antocianinas

Las antocianinas son compuestos fendlicos del grupo de los flavonoides, su formula
basica esta conformada por dos anillos aromaticos unidos por una estructura de tres carbonos
en su forma natural, esta estructura se encuentra esterificada a uno o varios azucares, el color
de las antocianinas depende del numero y orientacién de los grupos hidroxilo y metoxilo de la
molécula (Figura 4). Si en la molécula existe ademds del azucar un radical acilo, entonces son
antocianinas aciladas, en pH 4acido las antocianinas son muy estables, pero esta estabilidad se
reduce cuando el pH se aproxima a la neutralidad, llegando a destruirse completamente con pH
superior a siete (Salinas Moreno et al., 2003).

s
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Ademas de encontrarse en frutos rojos, el maiz pigmentado también es fuente de
antocianinas, al respecto Salinas Moreno et al., (2005) realizaron extracciones de antocianinas
en diferentes granos de maices pigmentados reportando entre ocho y 10 diferentes
antocianinas, de las cuales identificaron cinco tipos por la presencia de diferentes grupos
sustituyentes (Figura 4) dentro de las cuales se halla en mayor proporcion el grupo de cianidina
3-glucosido; estan presentes también la pelargonidina 3-glucosido y peonidina 3-glucosido.

Cyanidin (8) R,=OH R,=H
Delphinidin (9) R;=OH  R,=OH
Petunidin (10) R,=OCH; R,=OH
Peonidin (11) R,=OCH; R,=H
Malvidin (12) R,=0CH; R,=OCH;
Pelargonidin (13) R,=H R,=H

Figura 4 Estructura y grupos sustituyentes de las Antocianinas.

2.3.4 Relacidn entre los compuestos fenolicos y los probidticos

Distintos autores han sugerido que algunos compuestos fendlicos se comportan como
activadores o en ocasiones como inhibidores de crecimiento dependiendo de su estructura
guimica y su concentracion. Garcia-Ruiz et al., (2007) encontraron que si la concentracién de
compuestos fendlicos es > 500 mg/L el efecto es téxico en el crecimiento microbiano, mientras
que si la concentracion esta entre 100-250 mg/L, los microorganismos los toleraron e incluso los
metabolizan.

En el estudio realizado por Lee et al., (2006) se encontré que el crecimiento de
microorganismos patégenos como Escherichia coli y Streptococcus typhimurium se inhiben con
la presencia de compuestos fendlicos del té y particularmente por sus metabolitos aromaticos.
Evaluaron diferentes bacterias probidticas, y en particular los cultivos de Lactobacillus casei
Shirota no sufrieron inhibicién de crecimiento en la presencia de compuestos fendlicos. Por lo
gue el autor considera que es posible que las bacterias de la flora intestinal hayan desarrollado
una mejor tolerancia a estos compuestos.

10



En el estudio de Parkar et al., (2008) determinaron que Lactobacillus rhamnosus es
menos sensible a los fenoles, ya que la concentracion minima para inhibirlo fue de 125 pug/mL
de fenoles mientras que en el caso de patégenos como S. typhimurium o E. coli son inhibidos en
concentraciones entre 8-16 veces menores al del lactobacilo, con lo que concluyen que su
viabilidad no se ve afectada por los fenoles.

2.4 Maices pigmentados

Desde su domesticacion en Mesoamérica, el maiz ha sido de gran importancia, en el
México antiguo fue utilizado como sustento, también en la religién y el arte. Actualmente es
uno de los mds importante de los granos basicos producidos en el pais; en el 2010 se registro
una produccién de 23 millones de toneladas de maiz de las cuales el 99.5% de esta produccién
se comercializd en el mercado en forma de grano de maiz de color amarillo o blanco y solo el 0.5
en grano de maiz pigmentado (Agropecuarias, 2013), en México se encuentra una de las
diversidades genéticas de maiz mas grandes a nivel mundial, considerando 59 razas ordenadas
en cuatro grupos y algunos subgrupos de acuerdo a la similitud de sus caracteristicas
morfoldgicas, isoenzimaticas y climaticas del sitio de colecta (Sanchez, 2011), muchas de las
cuales corresponden a variantes de grano pigmentado con coloraciones que van desde el negro
hasta el rosa palido (Figura 5). Espinosa Trujillo et al., (2006) caracterizaron fenotipicamente 114
poblaciones de maices de los Valles Altos Centrales de México reportando 6 grupos de colores
de grano: blanco (28 poblaciones), amarillo (44), anaranjado (4), rojo (5), azul (18) y purpura (5).

Los colores que presentan los maices se deben a
las antocianinas que se ubican en el pericarpio, en la
capa aleurona o en ambos, y se ha evidenciado que estos
maices tienen propiedades nutracéuticas por la
presencia de las antocianinas y fenoles, es decir que
ademads de aportar nutrientes (Cuadro 5), ayudan a
prevenir enfermedades (Beltran et al,. 2001).

Figura 5 Variedad de maices
pigmentados
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Cuadro 5 Composicidn nutrimental del maiz azul*

Proteinas (g) 8.0 Saturados (g) 0.40 Sodio (mg) 1.0
Carbohidratos (g) 75.8 | Monoinsaturados (g) 1.1 Hierro (mg) 2.5
Ac. Tartdrico (g) 0.0 Poliinsaturados (g) 2.3 | Vitaminas del complejo B
Vitamina A eq. (ug) 5.0 Minerales Rivoflavina (mg) 0.10
Vitamina C (mg) 0.0 Potasio (mg) 284 Tiamina (mg) 0.43
Grasas (g) 4.3 Fosforo (mg) Niacina (mg) 1.9

* 100 g de porcidon comestible; Fuente: (FAO/Latin Foods, 2013).

Por otra parte Salinas Moreno et al. (2012) cuantificaron las antocianinas totales (AT) en
variedades de maices pigmentados de Chiapas reportando concentraciones entre 276.8-904
mg/Kg en maiz azul y 64.7-547.7 mg/Kg en maiz rojo; asi como una actividad antioxidante (AA)
reportada en porcentaje de inhibicién del radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) entre el
72.2-86.5% en maiz azul y del 23-89.5% en maiz rojo, por otra parte Moran-Bafiuelos et al.,
(2012) reportaron concentraciones de 718.12-448.39 en maiz rojo y de 616.95-516.26 mg/Kg en
maiz azul de maices pigmentados del Distrito Federal.

Mora-Rochin et al. (2010) determinaron el contenido de fenoles totales (FT) reportado
en miligramos de equivalentes de acido galico (mg EAG), cuantificando 142.1 mg EAG/100g en
el maiz azul y 140.7 mg EAG/100g en el maiz rojo, asimismo resaltan la necesidad de ampliar las
investigaciones al respecto.

El uso de maices pigmentados es basicamente en alimentos tradicionales como elotes
cocidos, tortillas y antojitos hechos con la masa obtenida después de nixtamalizarlo, también se
utilizan para la elaboracién de bebidas fermentadas de maiz como el pozol y el tesglino.

La nixtamalizacién es el proceso en el que el grano de maiz se cuece en una solucién
alcalina, normalmente se utiliza hidroxido de calcio (Ca(OH),) al 2% y agua a 90°C. Una vez que
se mezclan el maiz, la cal y el agua, se tiene un periodo de reposo de entre 12 y 24 horas.
Durante el reposo, el grano de maiz se hidrata y se suaviza el pericarpio. Al mismo tiempo, se
controla la actividad microbiana al tener un valor de pH entre 10.5-11.6, se desnaturalizan las
proteinas y el almiddn se gelatiniza parcialmente (Viniegra, 2009).

Durante el proceso de nixtamalizacién, parte de la cal se absorbe sobre todo en el
germen del grano y éste se hincha debido al efecto combinado de la gelatinizacidon del almiddn,
la degradacion parcial de la estructura del endospermo y la solubilizacién parcial de la pared
celular y de la matriz proteica. Cuando el grano nixtamalizado es lavado, se logra la remocién
del pericarpio, asi como la eliminacién del exceso de cal y de partes externas del grano como
germen, endospermo y pedicelo.
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Beneficios de la nixtamalizacion:

e Aumenta la cantidad de fibra, que ha sido reconocida como un componente importante
y altamente deseable en los alimentos, ya que ejerce diversas funciones fisioldgicas
asociadas a la salud.

e No altera el valor de la calidad de la proteina del maiz, la cual es baja.

e Minimiza la pérdida de nutrimentos.

La nixtamalizaciéon se emplea principalmente para la elaboracién de tortillas, tostadas y
botanas entre otros productos elaborados con masa.

En el suelo de conservacion del Distrito Federal, existen aproximadamente 28,599
hectdreas de uso agricola y agroforestal, una gran proporcion de ellas dedicada al cultivo de
razas de maiz pigmentado, el cual tiene un uso exclusivo de autoconsumo y en una proporcién
muy baja para su venta local en la comunidad. Ante ello, resulta indispensable el estudio de los
potenciales nutritivos y nutracéuticos de este material bioldgico para ampliar su limitado
ambito de uso, comercializacidon y transformacidon. La informacion cientifica generada con el
desarrollo del presente proyecto ofrecera alternativas para la transformacién y comercializacion
del maiz pigmentado, de modo que se amplien su mercado, se fomente su cultivo y se
aprovechen los potenciales del producto.

Por lo que se ha propuesto potenciar su uso con la elaboracién de productos de maiz
pigmentado fermentado con BAL como una alternativa alimenticia con valor agregado, ya que
en la cocina tradicional mesoamericana existe una gran variedad de productos basados en este
proceso y que pueden dar pauta a productos comerciales. La Universidad Auténoma
Metropolitana solicité la patente de un producto derivado del maiz, en la que se describe la
elaboracién de una papilla a base de maiz nixtamalizado que se fermenta con BAL en
condiciones especificas, y se formuld para dar una consistencia semi-sélida fina, presenta un
agradable aroma y sabor a mezclas de maiz y leche fermentada, esta papilla con un
aromatizante natural puede ser usada como materia prima, como espesante o saborizante. Por
otro lado Dominguez y Schatzthauer (2005) desarrollaron una bebida fermentada a base de
maiz utilizando bacterias probidticas.
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2.5 Alimentos fermentados

Son aquellos que han estado sujetos a la accion de microorganismos para obtener
cambios bioquimicos deseables y modificaciones en sus propiedades organolépticas y de
calidad. Desde la época antigua, uno de los objetivos de fermentar los alimentos ha sido el
enriquecer la dieta a través del desarrollo de una diversidad de sabores, aromas y texturas,
también el conservarlos con la produccidn de acido lactico, acético y alcohol.

El maiz fue la base de la alimentacién de todos los pueblos mesoamericanos. Con él
preparaban atoles, masas, tortillas, tamales y bebidas refrescantes, y algunos pueblos los
fermentaban, aumentando la variedad de sabores y productos. Los pueblos que vivian en las
zonas desérticas y semidesérticas aprovecharon diversas especies de maguey para proveerse de
materiales utiles y alimentos, como el pulque.

En México se han mantenido las técnicas tradicionales de fermentacién de los
alimentos, principalmente se elaboran bebidas fermentadas a las cuales se les atribuye un
efecto benéfico para la salud, en particular relacionado con el funcionamiento normal del
intestino, entre las que se encuentran: el tascalate chiapaneco de cacao, el achocote
hidalguense, el sendencho de maiz germindado de Michoacdn, el tejuino de Colima, Nayarit y
Sonora, el pozol tabasquefio, el tesgiliino de los tarahumaras entre otros (Nava-Arenas, 2009).

2.6 Saborizantes en los alimentos

Son las sustancias o mezclas de sustancias con propiedades aromaticas y/o sapidas
capaces de conferir o reforzar el aroma y/o el sabor de los alimentos. La principal caracteristica
gue poseen estos preparados es que actlan directamente sobre los sentidos del gusto y del
olfato con la misién de reforzar el sabor o el olor que ya dispone el alimento en cuestién, o en
su defecto le transmiten un sabor y aroma dado para de ese modo hacerlo mucho mas atractivo
y gustoso, el sabor refiere a la sensaciéon que un determinado alimento despierta en nuestras
papilas gustativas una vez dentro de nuestra boca.

Existen dos tipos de saborizantes:

1. Naturales; como lo anticipa su denominacién provienen de la naturaleza misma y tiene
un uso excluyentemente alimenticio, obteniéndose a partir de métodos fisicos que
pueden ser, la concentracion, la extraccién y la destilacién.
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2. Artificiales; estos saborizantes resultan de un proceso quimico de elaboracién y tienen la

misién de representar las caracteristicas que presentan algunos productos naturales
pero de forma artificial, estos productos quimicos no tienen similes o equivalentes en la
naturaleza.

La industria de las comidas rapidas se mantiene gracias a los saborizantes artificiales que
lo Unico que hacen es engafiar el paladar haciéndole creer que lo que nutre es lo que tiene buen
sabor sin decirnos que la mayoria de los alimentos procesados son bdsicamente glutamato
monosaddico (saborizante mas utilizado en la industria), espesantes, emulsionantes, colorantes y
agua, los cuales en lugar de nutrir provocan obesidad y por consecuencia enfermedades como la
diabetes, cardiovasculares entre otras. Por lo que es muy recomendable la utilizacién de
saborizantes naturales ya que estos si nos dan un beneficio a la salud ya que algunos contienen
componentes bioactivos y principalmente que nos nutren.

Para el presente trabajo se utilizaron como saborizante pulpa de tamarindo cuya
composicion nutrimental se presenta en el cuadro 6, y pulpa de guayaba con un valor
nutrimental presentado en el cuadro 7.

Cuadro 6 Composicion nutrimental del tamarindo*

Proteinas (g) 2.8 Saturados (g) 0.27 Sodio (mg) 28
Carbohidratos (g) 62.7 | Monoinsaturados (g) 0.18 Hierro (mg) 2.8
Ac. tartarico (g) 12.5 Poliinsaturados (g) 0.06 | Vitaminas del complejo B
Vitamina A eq. (ug) 10.0 Minerales Rivoflavina (mg) 0.15
Vitamina C (mg) 4.0 Potasio (mg) 628 Tiamina (mg) 0.43
Grasas (g) 0.6 Fosforo (mg) 113 Niacina (mg) 1.9

* 100 g de porcidn comestible, fuente: (FAO/Latin Foods, 2013)

Cuadro 7 Composicidn nutrimental de la guayaba*

Proteinas (g) 0.8 Saturados (g) 0.17 Sodio (mg) 3
Carbohidratos (g) 11.8 | Monoinsaturados (g) 0.05 Hierro (mg) 0.30
Ac. tartérico (g) 32 Poliinsaturados (g) 0.18  Vitaminas del complejo B
Vitamina A eq. (ug) 32 Minerales Rivoflavina (mg) 0.05
Vitamina C (mg) 183 Potasio (mg) 284 Tiamina (mg) 0.05
Grasas (g) 0.6 Calcio (mg) 20 Niacina (mg) 1.2

* 100 g de porcion comestible, fuente: (FAO/Latin Foods, 2013)

15



2.6.1 Edulcorantes

Los edulcorantes artificiales son sustancias que se utilizan en lugar de los endulzantes
con azlcar o alcoholes del azlcar, también se pueden denominar sustitutos del azlcar. Pueden
venir agregados a los alimentos y bebidas directamente para su consumo o usarse durante el
horneado u otro proceso de preparacién de alimentos. La mayoria de los productos dietéticos o
de alimentos bajos en calorias que se consumen se hacen usando edulcorantes artificiales.

Algunos de los edulcorantes artificiales mds usados son:

e Aspartame es una combinaciéon de fenilalanina y acido aspartico, son dos
aminoacidos.

e Sucralosa es 600 veces mas dulce que el azucar.

e Sacarina es de 200 a 700 veces mas dulce que el azucar.

e Acesulfamo K.

e Ciclamato.

e Neotamo

Recientemente se ha incorporado la estevia que es un edulcorante no caldrico
distinguiéndose de los edulcorantes artificiales por no tener sabor metdlico y no ser
cancerigeno, es de origen natural y se obtiene del extracto de la planta Stevia rebaudiana con
caracteristicas quimicas y farmacoldgicas adecuadas para su uso en la alimentacién humana y
cuyo sabor es lo mas parecido al azicar (Duran et al., 2012).

Sunanda y Veena (2014) realizaron estudios en ratones diabéticos utilizando extracto de
raiz Stevia rebaudiana y reportaron que hubo una disminucién del nivel de glucosa en la sangre
y reduciendo el dafio en los tejidos, con lo que concluyen que el extracto de raiz es un potencial
antidiabético y puede ser utilizado en la prevencion y/o tratamiento de la diabetes.
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3 Justificacion

En México hay un incremento en los problemas de salud como el sobrepeso, laobesidad,
las enfermedades cardiovasculares y la diabetes debido principalmente a los malos habitos de
alimentacion y a otros factores como el estilo de vida en constante estrés y la falta de ejercicio
El elevado consumo de alimentos con bajo valor nutricional, como es la llamada “comida
chatarra” (comida rdpida, botanas con alto contenido de grasa, etc.) ha llevado a los
consumidores preocupados por su salud a la busqueda de alternativas de alimentos que
aporten beneficios a la misma, como son los alimentos funcionales a partir de fuentes naturales.

La cultura gastrondmica de las diferentes regiones del pais ofrece fuentes de
antioxidantes que estan siendo subestimadas como es el caso de los maices de color o
pigmentados, los cuales ademas de ser la principal fuente de energia de la poblacién mexicana,
ahora se sabe que contiene compuestos antioxidantes que pueden integrarse a la dieta diaria.

Por lo anterior la formulacion y elaboracién de un alimento funcional a base de maiz
pigmentado fermentado con probidticos y combinarlo con fruta para darle sabor y aroma
agradable, es una alternativa viable para este nuevo mercado de consumidores.

La elaboracién de este alimento ofrece una alternativa de comercializaciéon para los
maices pigmentados cultivados en el Distrito Federal, que son una materia prima disponible, sin
embargo sélo son de consumo local y estan poco aprovechados en México a pesar de que
contienen compuestos nutracéuticos.

4 Hipotesis

La combinacién de los componentes nutracéuticos del maiz pigmentado, la funcién de
los microorganismos probidticos adicionados y los nutrientes de la pulpa de fruta, formularan
un alimento funcional con elevado valor nutricional y con las caracteristicas sensoriales
requeridas para la aceptacion de los consumidores.
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5 Objetivo General

Elaborar un alimento funcional empleando masa de maiz pigmentado adicionado con

microorganismos probidticos para fermentarla y después enriquecer la formulacién con pulpa
de fruta y un edulcorante natural para promover su aceptacion.

5.1 Objetivos Particulares

X/
L X4

X/
L X4

Fermentar la masa de maiz pigmentado nixtamalizado utilizando microorganismos
probidticos y verificar su viabilidad.

Disefiar la formulaciéon del alimento funcional con la masa fermentada y la pulpa de
fruta.

Verificar la viabilidad de los microorganismos probidticos en el alimento funcional
elaborado.

Evaluar el potencial nutracéutico en la masa fermentada y en el alimento funcional.
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6 Materiales y Métodos

6.1 Material biolagico y quimico

Se obtuvieron granos de maiz azul (Zea mays L.) de la comunidad productora de la
delegaciéon Tldhuac del Distrito Federal, el cual fue limpiado para la eliminacién de cualquier
materia extrafia y se almacend en bolsas selladas al vacio.

Los microorganismos probiéticos fueron proporcionados por la planta piloto 2 ubicada en la
UAM-Iztapalapa y fueron Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus rhamnosus GG vy
Pediocuccus pentosaceus.

Edulcorante a base de estevia marca Super Life
Los reactivos utilizados fueron:

e Medio de cultivo MRS marca FLUKA

e Agar MRS marca FLUKA

e Cloruro de Sodio (NaCl) marca J.T. Baker

e Almiddn soluble marca HYCEL

e Metanol marca J.T. Baker

e Reactivo de Folin-Ciocalteau marca HYCEL

e 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) marca SIGMA-ALDRICH
e Acido gélico marca SIGMA-ALDRICH

e Carbonato de sodio (Na,COs3) marca SIGMA-ALDRICH

e Acido clorhidrico (HCl) marca J.T. Baker

6.2 Elaboraciéon de masa de maiz pigmentado

Se realizd una nixtamalizacion parcial calentando agua con una relacién 2:1 (agua-maiz)
hasta alcanzar los 90°C, una vez alcanzada la temperatura se adicioné Ca(OH), (cal grado
alimenticio) en una relacion 1% p/p se homogenizo y se agregd el maiz pigmentado (maiz azul),
posteriormente se mantuvo en agitacién y a temperatura constante durante 15 min. Se eliminé
el agua de cocimiento a través de un colador y se enjuago el maiz con agua potable a
temperatura ambiente y con frotamiento manual para eliminar la cal, los granos fueron molidos
utilizando un molino para café (Moulinex) sin la adicién de agua, al obtener la harina de maiz
esta se colocd en un matraz Erlenmeyer para ser hidratada en una relacién 4.5:1 (agua-harina).

s
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6.2.1 Tratamientos térmicos a la masa

6.2.1.1 Esterilizacion

Este procedimiento se llevd a cabo colocando en los matraces la masa, enseguida se
esterilizaron en una autoclave a 15 Ib/pulg2 por 10 minutos.

6.2.1.2 Pasteurizacion

Colocaron los matraces con masa en una autoclave a temperatura maxima sin cerrar
completamente para no hacer vacio por 10 minutos transcurridos ese tiempo, los matraces se
colocaron inmediatamente en una palangana con hielo.

6.2.1.3 Coccidn

Se calentd agua purificada necesaria para tener una relacion de 3:1 (agua-masa) hasta
alcanzar los 70°C se agregd la masa y se continud el calentamiento hasta alcanzar 90°C con
agitacion constante durante 25 minutos.

6.2.1.4 Anadlisis fisicoquimico de los tratamientos térmicos

A cada tratamiento térmico se le determind la humedad por el método 925.10 de la AOAC
(2005), actividad de agua utilizando el equipo Water Activity Meter 41z (AQUA LAB), pH
utilizando un potenciémetro Star 3 (THERMO ORION) vy la inocuidad de la masa recién
elaborada y a las 24, 72 y 96 horas de almacenamiento en refrigeracién a 4°C realizando dos
diluciones en solucidn estéril de cloruro de sodio (NaCl) al 0.1% de una muestra de un gramo
de la masa y se realizé el método de cultivo en placa en agar MRS.
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6.3 Fermentacion de la masa de maiz pigmentado nixtamalizada

6.3.1 Pre activacion de las bacterias probioticas

Se inocularon 10 mL del stock de cada bacteria probidtica en un matraz erlenmeyer de
125 mL con 50 mL de caldo MRS respectivamente y se incubaron a 37°C por 24 horas,
transcurridas las 24 horas el inoculo se centrifugd a 5000 rpm a 4°C por 15 minutos para
eliminar el caldo MRS, las células se re suspendieron en caldo MRS fresco y se incubaron por
otras 24 horas, una vez pasado el tiempo de incubacidn se centrifugaron a 5000 rpm a 4°C por
15 minutos para eliminar el caldo MRS, el botdn celular que se obtuvo se re suspendid
diferentes medios de cultivo los cuales contiene almiddn y se incubaron por 48 horas.

¢ Medio A Formulacion de medio con almidén de maiz, descrito en Escamilla-
Hurtado et al. (2005).

e Medio B Caldo MRS adicionado con almidén de maiz.
¢ Medio C Formulacion de medio con almidén soluble, como en medio A.

e Medio D Caldo MRS adicionado con almiddn de soluble.

Transcurridas las 48 horas, los indculos se centrifugaron a 5000 rpm a 4°C por 15
minutos para eliminar los medios de cultivo y los botones de células con almidén soluble (Stocks
de BAL) se reservaron para la inoculacidn de las masas y se realizaron diluciones de los stocks en
solucion de NaCl 0.1% hasta 108, para realizar un cultivo en placa en agar MRS y determinar las
UFC/mL.

6.3.2 Inoculaciéon de la masa y evaluacién de la viabilidad de los probidticos

De los stocks obtenidos se inoculd el 25% (p/p) en la masa, homogenizandolas utilizando
una espatula estéril y se incubaron a 37°C por 60 horas (se realizd por triplicado), se
determinaron las UFC/gmasa tomando un gramo de masa fermentada y se realizaron
diluciones en solucién de NaCl 0.1% hasta 10 y se realizd un cultivo en placa en agar MRS
(Se realizo por triplicado).
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A la masa fermentada se le determind la humedad por el método 925.10 de la AOAC
(2005), actividad de agua utilizando el equipo Water Activity Meter 4+ (AQUA LAB) y el pH
utilizando un potenciémetro Star 3 (THERMO ORION).

Las masas se empacaron en bolsas individuales con 10 gramos de masa fermentada y se
sellaron al vacio almacenandolas en refrigeracién a 4°C. Se les determind la viabilidad a los
5, 10, 15 y 30 dias de almacenamiento.

6.4 Elaboracion del alimento funcional

6.4.1 Elaboracién de la pulpa de tamarindo

Al tamarindo se le eliminé la cascara y se colocé en una olla con agua suficiente para
cubrir el tamarindo sin cascara calentandola a temperatura baja hasta obtener una
consistencia espesa, la pulpa obtenida se filtré utilizando un colador para eliminar las
semillas y tener una pulpa lo mas homogénea posible, se agregd el edulcorante a base de
estevia en diferentes relaciones de pulpa-edulcorante hasta obtener el sabor agridulce
caracteristico de los dulces de tamarindo.

A la pulpa se le determind la humedad por el método 925.10 de la AOAC (2005),
actividad de agua utilizando el equipo Water Activity Meter 4 (AQUA LAB) y el pH
utilizando un potenciémetro Star 3 (THERMO ORION).

6.4.2 Elaboracion de la pulpa de guayaba

Se lavaron las guayabas para eliminar cualquier materia extrafia y se cortaron por la
mitad colocandolas en una olla con agua suficiente para cubrir las guayabas lavadas
calentandola a temperatura baja hasta obtener una consistencia espesa, la pulpa obtenida
se filtré utilizando un colador para eliminar las semillas y tener una pulpa lo mas homogénea
posible, se agregd edulcorante a base de estevia en diferentes relaciones de pulpa-
edulcorante hasta obtener el sabor dulce.

A la pulpa se le determind la humedad por el método 925.10 de la AOAC (2005),
actividad de agua utilizando el equipo Water Activity Meter 4 (AQUA LAB) y el pH
utilizando un potenciémetro Star 3 (THERMO ORION).
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6.4.3 Formulacion del alimento funcional

Se realizaron diferentes mezclas de la masa fermentada con las pulpas elaboradas con
las siguientes relaciones (masa: pulpa): 3:1, 2:1 y 1:1, 1:0, las cuales fueron almacenadas en
refrigeracion.

Al alimento funcional (AF) se le determiné la humedad por el método 925.10 de la AOAC
(2005), actividad de agua utilizando el equipo Water Activity Meter 41z (AQUA LAB) vy el pH
utilizando un potenciémetro Star 3 (THERMO ORION).

Se tomd un gramo del AF de las diferentes formulaciones recién elaboradas y a las 24
horas para determinar las UFC/gaiimento realizando diluciones en solucion de NaCl 0.1% hasta 10°
realizando el cultivo en placa en agar MRS (Realizar por triplicado).

6.5 Evaluacion de los compuestos nutracéuticos

6.5.1 Preparacion de las muestras

Las muestras de maiz azul, maiz azul nixtamalizado y la masa fermentada se
deshidrataron en una estufa a 60°C por 24 horas; la pulpa de fruta y el alimento formulado se
deshidrataron a 35°C por 36 horas ya que a la temperatura de 60°C los azlcares de las pulpas se
caramelizaban.

Al tener las muestras deshidratadas se pulverizaron usando un molino para café
(Moulinex), para asi obtener una harina.

6.5.2 Extraccion de los compuestos fendlicos

Se realizd la extraccidon de los compuestos fendlicos siguiendo el método descrito por
Camacho-Hernandez et al. (2011):

En un matraz erlenmeyer de 25 mL se colocé un gramo de harina de cada muestra y se
adicionaron 8 mL de metanol acidificado (85% de metanol; 15% de HCl 1.0 N), se mezcld
fuertemente, en forma manual utilizando una espatula, durante 2 minutos y se ajusté el pH a
1.0 con HCl (dilucion 1:1, HCl concentrado: agua), se mantuvo en agitacion a 100 rpm
aproximadamente durante 30 minutos utilizando una parrilla de agitacién multiple y si era
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necesario se reajusto el pH a 1.0 pasado el tiempo de agitacion se centrifugaron a 3300 x g por
30 minutos a 25°C y el sobrenadante se aford a 25 mL con metanol acidificado.

El extracto fendlico obtenido se utilizé para cuantificar los fenoles totales, antocianinas y
determinar la actividad antioxidante.

6.5.3 Cuantificacion de fenoles totales

Del extracto fendlico obtenido se cuantificd los fenoles totales siguiendo el método descrito
por Serrano-Maldonado (2010):

A 500 plL de extracto fendlico se agregd 4.5 mL de agua, 200 pL de reactivo Folin-
Ciocalteu y 500 pL de solucién saturada de Na,COs, se agitaron los tubos, se adicionaron 4.3
mL de agua destilada dejando reaccionar por 1 hora en obscuridad y se mido la absorbancia
a 765 nm (se realizd por triplicado cada muestra). El contenido de fenoles totales fue
calculado en equivalentes de acido gdlico utilizando una curva estdandar (Anexo 1).

6.5.4 Cuantificacion de antocianinas totales

Se colocaron 2.5 mL del extracto fenélico obtenido en una celda para espectrofotdmetro
y se midid la absorbancia a 515 nm y se calculd la concentracion de antocianinas utilizando la
ecuacion 1 descrita por Abdel-Aal y Hucl (1999):

Dénde:
C=Concentracién de Antocianinas (mg/Kg)

A=Lectura de absorbancia a 535 nm

e=Coeficiente de absortividad molar (cianidina 3-
glucésido=25965/cm*M)

VT=Volumen Total del extracto de Antocianinas

MW=Peso Molecular de la cianidina 3-glucésido=449

Ecuacion 1
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6.5.5 Determinacion de la actividad antioxidante

Para determinar la actividad antioxidante se siguid el método descrito por Salinas
Moreno et al. (2012):

A 200 pL de extracto fendlico se le adicionaron 2800 uL de DPPH 60 uM, se midid la
absorbancia a 517 nm al inicio, se dejé reaccionar en la obscuridad por 90 minutos y se
midié la absorbancia, la actividad antioxidante se reporta como reduccién del radical DPPH
expresado en porcentaje utilizando la ecuacién 2.

(abs,, — abs,,,
(abs,,)

inhibiCi()nDppH(%) = )] x100

abs, = absorbancia al inicio
abs;,, = absorbancia a los 90 minutos de reaccion

Ecuacion 2
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7 Resultados y discusion
7.1 Obtencidon de masa de maiz pigmentado nixtamalizado

Del maiz pigmentado nixtamalizado se obtuvo una masa con una humedad del 40% a la
cual se le realizaron los diferentes tratamientos térmicos para tener una masa estéril.

7.1.1 Tratamientos térmicos a la masa

7.1.1.1 Esterilizacion

Para este tratamiento primero se utilizé un frasco de boca ancha, con el cual no se
encontraron las condiciones éptimas ya que se obtuvo una masa cocida como tamal (figura 6).

B

Figura 6 Masa obtenida al utilizar un frasco de vidrio

Al cambiar a un matraz Erlenmeyer de boca angosta, se obtuvo una masa (figura 7) con
caracteristicas fisicoquimicas adecuadas con una humedad del 75%, actividad de agua de 0.98 y
un pH de 6.65.

Figura 7 Masa obtenida al utiliza matraz Erlenmeyer
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Al realizar las pruebas de inocuidad de la masa esterilizada a 15 Ib/pulg2 durante 10
minutos, la masa no mostré contaminacién, esto es favorable ya que las antocianinas son
termolabiles y uno de los objetivos del proyecto es la conservacion de los compuestos
nutracéuticos.

7.1.1.2 Pasteurizacion

En este proceso se encontraron condiciones fisicoquimicas adecuadas para el
crecimiento microbiano con una humedad del 70%, actividad de agua de 0.95 y un pH de 6.05,
sin embargo al realizar las pruebas de inocuidad se presenté contaminacién de la masa recién
elaborada (figura 8).

Figura 8 Contaminacioén presente en la masa pasteurizada

Al cambiar los tiempos de pasteurizacion a los 15 y 20 minutos la contaminacién
continud y a los 25 minutos la masa termind cocida, muy similar al caso de la esterilizacion con
el frasco de vidrio. Por lo que este tratamiento no fue seleccionado.

7.1.1.3 Coccién

Se obtuvieron condiciones adecuadas con una humedad del 76%, actividad de agua de
0.99 y un pH de 6.55., y al realizar las pruebas de inocuidad no se presentd contaminacion en la
masa recién elaborada y a las 24 horas, pero a las 72 horas ya hubo contaminacién similar a la
de la pasteurizacion. Por lo que este tratamiento se descarto.

27



7.2 Preparacion del indculo de las bacterias acido lacticas (BAL)

Se realizaron ensayos con diferentes medios de cultivo adicionados con almidén de maiz
para el crecimiento de las BAL P. pentosaceus y L. rhamnosus GG, para asi poder determinar el
medio adecuado para su pre activacion y poder fermentar la masa de maiz pigmentado, ya que
la fuente de carbono disponible en esta es el almiddn.

Como se observa en las figuras 9 y 10 en los medios de cultivo en donde se adicioné
almidon soluble se tiene un mayor crecimiento de las BAL a las 24 horas de incubacion.
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Especifico* con MRS con almidén de Especifico* con MRS con almidén
almiddn de maiz maiz almidon soluble soluble

Figura 9 Crecimiento de P. pentosaceus en diferentes medios de cultivo. *Medio especifico
descrito por Escamilla-Hurtado et al. (2005)
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Figura 10 Crecimiento de L. rhamnosus GG en diferentes medios de cultivo. *Medio especifico
descrito por Escamilla-Hurtado et al. (2005)
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Con base a los resultados obtenidos se determind que el medio de cultivo de MRS
adicionado con almiddén soluble es el adecuado para realizar la pre activacién de las BAL, por lo
que se procedid a realizar la fermentacidon de la masa pre activando a las BAL con el medio

seleccionado.

7.3 Fermentacion de la masa

La fermentacién de la masa de maiz pigmentado se llevd a cabo utilizando P.
pentosaceus y L. rhamnosus GG pre activados a 37°C en el medio seleccionado durante 48
horas obteniendo un crecimiento menor a las 102 UFC/g como se muestra en las figuras 11y 12.

1.00E+07

B .:

1.00E+05
Tiempo (horas)

UFc/g masa

Figura 11 Fermentacidon de masa de maiz pigmentado nixtamalizado con P. pentosaceus pre
activado en medio de cultivo MRS adicionado con almiddn soluble
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Figura 12 Fermentacién de masa de maiz pigmentado nixtamalizado con L. rhamnosus GG pre
activado en medio de cultivo MRS adicionado con almiddn soluble
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La concentracién observada esta dentro del intervalo recomendado como la dosis
adecuada para el ser humano (Gémez et al. 2008) sin embargo como en la bibliografia no se
reporta a P. pentosaceus como una bacteria probidtica, se continuo fermentando con L.
rhamnosus GG y se integrd L. casei Shirota ampliamente reconocido como probidtico y esta
fermentacion se realizd pre activando a los lactobacilos en el medio seleccionado y
fermentando las masas a 37°C durante 60 horas, obteniendo los resultados que se muestran en

las figuras 13y 14

a

m

€
2
O
Ll
>

1.0E+09

1.0E+08

1.0E+07

1.0E+06

=1

1.0E+05

60 Tiempo (horas)

Figura 13 Fermentacion de masa de maiz pigmentado nixtamalizado con L. casei Shirota pre
activado con medio de cultivo MRS adicionado con almiddn soluble
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Figura 14 Fermentacion de masa de maiz pigmentado nixtamalizado con L. rhamnosus GG pre
activado en medio MRS adicionado con almidon soluble
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Al realizar la fermentaciéon de la masa durante 60 horas se obtuvo una cuenta de

lactobacilos viables en el orden de 10° UFC/gmasa para cada BAL obteniendo concentraciones
similares a lo reportado por Dominguez et al (2005) que fermentaron maiz de alta calidad
proteica con un consorcio bacterias probiéticas (L. casei Shirota, L. plantarum, L. johnsonii LA1)
y una cepa aislada de una muestra de pozol) para elaborar una bebida de maiz fermentado
obteniendo una concentracién de 10° UFC/mL, y en el caso de Diaz-Ruiz et al. (2003) que
aislaron y cuantificaron un conjunto de BAL obtenidas del pozol elaborado tradicionalmente
reportando concentraciones de hasta 10° UFC/mL, por lo que los resultados obtenidos al
fermentar masa de maiz pigmentado utilizando una sola cepa de lactobacilo muestra que la
masa de maiz pigmentado es un medio favorable para el crecimiento de los Lactobacilos.

7.4 Analisis fisicoquimico de la masa fermentada y viabilidad de las BAL

La masa fermentada presentd una humedad del 45%, actividad de agua de 0.93 y un pH
de 4.16 para L. casei Shirota y una humedad del 50%, actividad de agua de 0.96 y un pH de 4.26
para L. rhamnosus GG y en las figuras 16 y 17 se presenta las UFC de lactobacilos viables
durante el almacenamiento de la masa fermentada en bolsas selladas al vacio (figura 15).

Figura 15 Masa fermentada empacada en bolsa sellada al vacio.
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Figura 16 Cuantificacion de bacterias viables de L. casei Shirota en la masa fermentada
almacenada 30 dias en refrigeracion a 4°C
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Figura 17 Cuantificacion de bacterias viables de L. rhamnosus GG en la masa fermentada
almacenada 30 dias en refrigeracién a 4°C

Al analizar los resultados obtenidos se observa que si hubo la conservacion de la
viabilidad de los Lactobacilos en la masa al ser almacenada en refrigeracién teniendo una
disminucion de un orden de magnitud en la viabilidad de 10%a 10’ UFC/gmasa-
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7.5 Formulacion del alimento funcional

7.5.1 Integracion de la pulpa de tamarindo

La pulpa de tamarindo presenté una humedad del 35%, actividad de agua de 0.83 y un
pH de 2.01 sin la adicién del edulcorante, en el cuadro 8 se presentan las propiedades
fisicoquimicas de las diferentes mezclas, en las que se destaca que la variacién del pH el cual
aumenta al disminuir la proporciéon de pulpa de tamarindo.

Cuadro 8 Propiedades fisicoquimicas de las diferentes mezclas de pulpa de tamarindo y el
edulcorante

Relacion . Humedad
(pulpa: edulcorante) = (%)
4:1 0.85 235 37
3:1 0.86 2.85 35
2:1 0.85 3.05 36
1:1 0.84 3.14 35

A través de un andlisis sensorial a nivel laboratorio, se buscd identificar cual de las
mezclas elaboradas presentaba el sabor agridulce caracteristico de los dulces tradicionales de
tamarindo. Los resultados obtenidos sefalan que la mezcla con proporcién 2:1 presentd el
sabor mejor aceptado por los individuos que la probaron. Una vez seleccionada la mezcla se
procedid a integrarla a la masa fermentada.

7.5.2 Propiedades fisicoquimicas del alimento funcional

Se realizaron las diferentes mezclas de la masa fermentada con la pulpa de tamarindo,
buscando que no se perdiera el sabor agridulce de la pulpa de tamarindo, los resultados
obtenidos se presentan en el cuadro 9 donde se observa que no hay diferencias significativos
en las propiedades fisicoquimicas al variar la relacién de masa : pulpa.
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Cuadro 9 Propiedades fisicoquimicas de las diferentes mezclas de la masa fermentada con la
pulpa de tamarindo para formular el alimento funcional

. Relacién Humedad
Lactobacilos Elrg pH

(masa : pulpa) (%)

3:1 0.93 3.96 42

L. casei Shirota 2:1 0.92 4.05 38
1:1 0.89 3.98 32

3:1 0.94 412 45

L. rhamnosus GG 2:1 0.91 4.07 41
1:1 0.88 4.10 35

Al realizar un analisis sensorial a nivel laboratorio con las diferentes mezclas, se concluyé
gue no hubo pérdida del sabor agridulce en ninguna de ellas, por lo que se le realizé en cada
una la cuantificacién de la viabilidad de los lactobacilos y los resultados se presentan a
continuacion.

7.5.3 Viabilidad de los probiéticos en el alimento funcional

Se determind la viabilidad de los lactobacilos en el alimento funcional al momento de la
mezcla y a las 24 horas de ser almacenados en refrigeracion a 4°C, como se observa en el cuadro
10, la presencia de pulpa de tamarindo limité el crecimiento bacteriano, llegando a ser
imperceptible su presencia a través del tipo de prueba realizada tanto para L. casei Shirota
como para L. rhamnosus GG.

Cabe destacar que el tamarindo es una fruta acida (pH cercano a 2) y los lactobacilos solo llegan
a sobrevivir en pH mayor o igual a 3, lo cual pudo tener un efecto considerable sobre la
sobrevivencia de los microorganismos.
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Cuadro 10 Cuantificacion de la viabilidad de los Lactobacilos en las diferentes mezclas de la
masa fermentada y la pulpa de tamarindo para formular el alimento funcional

. Relacion (masa H UFc/gaIimento UFc/galimento
Lactobacillus

pulpa) 0 horas 24 horas
3:1 1.5x10’ 0
2:1 2.3x10° 0

L. casei Shirota
1:1 3.4x10" 0
1:0 2.5x108 1.9x108
3:1 2.2x107 0
2:1 1.2x10° 0
L. rhamnosus GG

1:1 1.6x10* 0
1:0 5.5x10° 4.8x108

7.6 Evaluacion del potencial nutracéutico del alimento funcional con pulpa de
tamarindo.

7.6.1 Cuantificacion de fenoles totales

Como se muestra en la figura 18 se presenta una disminucién aproximada del 20% de los
fenoles totales presentes en el maiz pigmentado al momento de la nixtamalizacién parcial,
mientras que después del proceso de fermentacién la proporcidon de pérdida es menor por lo
gue este proceso no afecta de manera considerable la integridad de los compuestos fendlicos,
reportes previos sefalan que una nixtamalizacion tradicional puede reducir hasta el 40% de la
concentracién de este tipo de compuestos como lo reportado por Serna-Saldivar et al. (2013),
sin embargo las condiciones en que se realizd la nixtamalizacién y posterior fermentacion
generaron una menor pérdida, incluso el integrar la pulpa de tamarindo no mostré efecto
negativo sobre este parametro.
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Figura 18 Concentracion de fenoles totales (FT) del maiz azul, maiz azul nixtamalizado
(nixtamal), las masas fermentadas con los lactobacilos y en el alimento funcional formulado con
pulpa de tamarindo

7.6.2 Cuantificacion de antocianinas totales

Durante el proceso de nixtamalizacién parcial se puede observar una disminucién del
85% de las antocianinas totales (figura 19), esto puede ser debido a que las antocianinas son
inestables en medios alcalinos, como es el caso del proceso de nixtamalizacién, y observandose
gue no hay una diferencia significativa en la concentracién de antocianinas entre las masas
fermentadas con los lactobacilos. Otros autores ha reportado entre el 30 y 60 % de pérdida al
nixtamalizar maices de color azul de diferentes origenes (Salinas Moreno et al., 2003); Del Pozo-
Insfran et al., 2006; Moran et al., 2012 ).
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Figura 19 Concentracién de antocianinas totales (AT) del maiz azul, maiz azul nixtamalizado
(nixtamal), las masas fermentadas con los lactobacilos y en el alimento funcional formulado con
la pulpa de tamarindo

7.6.3 Determinacion de la actividad antioxidante

Los resultados obtenidos respecto al porcentaje de inhibicién del radical DPPH indican
gue después del proceso de nixtamalizacién hubo una disminucién de 69% en grano a 45% en
nixtamal, y después de la fermentacién e integracion de la pulpa de tamarindo, los valores
estuvieron entre 33% y 36% sin diferencia significativa entre ellos (Figura 20), considerando los
resultados anteriores, el poder antioxidante esta dado por la presencia y conservacion de
compuestos fendlicos en las diferentes etapas del proceso.
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Figura 20 Porcentaje de la actividad antioxidante (AA) del maiz azul, maiz azul nixtamalizado
(nixtamal), la masa fermentada con los lactobacilos y en el alimento funcional formulado con la
pulpa de tamarindo

Al realizar el andlisis de los resultados obtenidos al fermentar masa de maiz pigmentado
nixtamalizado se observa que hay una conservacién de las propiedades nutracéuticas del maiz
pigmentado e que al incorporar la funcién probidtica de los lactobacilos el alimento formulado
posee propiedades funcionales.

7.7 Formulacidn del alimento funcional con pulpa de guayaba

7.7.1 Integracion de la pulpa de guayaba

La pulpa de guayaba presenté una humedad del 38%, actividad de agua de 0.85 y un pH
de 4.15 sin la adicion del edulcorante y en el cuadro 11 se presentan las propiedades
fisicoquimicas de las diferentes mezclas, en las que se destaca que la variacién del pH el cual
aumenta proporcionalmente con la pulpa de guayaba.

Cuadro 11 Propiedades fisicoquimicas de las diferentes mezclas de la pulpa de guayaba vy el
edulcorante

Relacién Humedad
(pulpa: edulcorante) - (%)
4:1 0.85 4.35 34
3:1 0.86  4.65 36
2:1 0.85 5.05 38
1:1 0.84 | 5.56 37
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A través de un analisis sensorial a nivel laboratorio, se buscé descartar las

mezclas con sabor dulce obteniendo que la mezcla con proporcién 1:1 presenté el sabor mejor
aceptado por los individuos que la probaron. Una vez seleccionada la mezcla se procedié a
integrarla a la masa fermentada.

7.7.2 Viabilidad de los probiéticos en el alimento funcional

En el primer ensayo se presentd una contaminacion por lo que se realizaron pruebas de
inocuidad por separado de la masa sin fermentar, masa fermentada y de la pulpa de guayaba,
con lo que se observd que la contaminacién se presentaba desde la masa antes de ser
fermentada y al cambiar de maiz se volvié hacer la prueba de inocuidad y ya no se presentd
contaminacién alguna, con lo que se determind que el maiz pigmentado que se utilizé para este
trabajo tiene una vida de anaquel de 6 meses aproximadamente.

Una vez que se verificd que no habia contaminacion alguna se fermentd la masa y se
formulé el alimento funcional con la pulpa de guayaba en diferentes proporciones, se
determiné la viabilidad de los lactobacilos al momento de la mezcla y a las 24 horas de ser
almacenadas en refrigeracién a 4°C, los resultados obtenidos muestran que a diferencia de lo
observado al integrar la pulpa de tamarindo, en este caso si hay sobrevivencia de los
lactobacilos en todos de los casos (Cuadro 12).

Cuadro 12 Cuantificacidon de la viabilidad de los Lactobacilos en el alimento funcional formulado
con las diferentes mezclas de la masa fermentada y pulpa de guayaba

. U FC/ 8alimento UFC/ 8alimento
Lactobacillus

pulpa) 0 horas 24 horas
3:1 3x10’ 2x10’
2:1 1x10° 1.5x10°

L. casei Shirota
1:1 2x10* 3x10*
1:0 1x10% 2x10°8
3:1 3x10’ 2.5x107
2:1 4x10° 3x10°
L. rhamnosus GG

1:1 2x10* 2.5x10*
1:0 3x108 4x108
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7.7.3 Evaluacion del potencial nutracéutico del alimento funcional con pulpa de

guayaba.

7.7.3.1 Cuantificacion de fenoles totales

Como se observa en el figura 21 hay un incremento de un 300% aproximadamente en la
concentracion de fenoles totales en comparacién con el alimento formulado con la pulpa de
tamarindo, esto debido a que la guayaba presenta un alto contenido de fenoles como lo reporta
Restrepo-Sanchez et al., (2009) con concentraciones de hasta 626 mg EAG/100g en guayabas sin

ningun tratamiento.
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L. casei Shirota L. rhamnosus GG L. casei Shirota (Guayaba) L. rhamnosus GG
(Tamarindo) (Tamarindo) (Guayaba)

Figura 21 Concentracién de fenoles totales (FT) en alimento funcional formulado con pulpa de
tamarindo y de guayaba

7.7.3.2 Cuantificacion de antocianinas totales

En la concentracidon de antocianinas no se observa ningin cambio entre los alimentos
formulados con las pulpas de tamarindo y guayaba como se presenta en la figura 22, esto
debido a que las frutas utilizadas no contienen antocianinas y las concentraciones reportadas

son las obtenidas del maiz pigmentado.
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Figura 22 Concentracién de antocianinas totales (AT) en el alimento funcional formulado con
pulpa de tamarindo y de guayaba

7.7.3.3 Determinacion de la actividad antioxidante

En la figura 23 se muestra el resultado mas favorable ya que se presenta un incremento
en la actividad antioxidante de un 250% aproximadamente en comparacioén a lo obtenido con el
alimento formulado con pulpa de tamarindo, como ya se habia mencionado, la actividad
antioxidante es principalmente proporcionada por los compuestos fendlicos y dado que la
guayaba presenta altas concentraciones de estos compuestos hay un incremento considerable
en la actividad antioxidante que presenta el alimento funcional.
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Figura 23 Porcentaje de la actividad antioxidante (AA) en el alimento funcional formulado con la
pulpa de tamarindo y de guayaba
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8 Conclusiones

El método propuesto usando L. casei Shirota y L. rhamnosus GG permite fermentar masa de
maiz pigmentado nixtamalizado logrando una concentracién para cada bacteria de 108

UFC/gmasa-

Se logré conservar la viabilidad de las BAL en la masa fermentada al ser empacada en bolsas
al vacio y refrigeradas a 4°C por un periodo de 30 dias.

El alimento funcional conserva los compuestos fendlicos que le otorgan capacidad
antioxidante.

Al formular el alimento funcional con la masa fermentada y la pulpa de tamarindo no se
logrdé conservar la viabilidad de las BAL.

La pulpa de guayaba aumenta la actividad antioxidante del alimento funcional en
comparacion con la pulpa de tamarindo y permite conservar la viabilidad de los probidticos,
resultando ésta la mejor formulacién para el alimento funcional.

Se determind que la vida de anaquel del tipo de maices pigmentados criollos utilizados es
de un maximo de 6 meses.
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10 Apéndice

10.1 Curva de acido galico
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Grafico 1A Curva estandar de acido gdlico para la cuantificacion de fenoles totales.

Tabla 1A Datos para la curva estandar de acido galico.

Acido gilico [mg/L]  abs ‘

0 0.024
50 0.109
100 0.175
150 0.208
250 0.325
400 0.543
500 0.613
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