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RESUMEN

La produccion de alimentos fermentados es una de las tecnologias de procesamiento de alimentos mads
antiguas, a pesar de ello, alin sigue vigente pues es a partir de estos procesos que se obtienen productos no solo
con caracteristicas sensoriales muy apreciadas sino, con caracteristicas nutricionales tales que en muchos casos
ubican a estos alimentos dentro del grupo de lo probidticos, en este contexto, los cereales son consideradas
buenas fuentes de nutrientes para el crecimiento de microorganismos probidticos siendo ademas por si mismos
considerados como prebidticos. En este trabajo se estudié el proceso de produccién de un fermentado de maiz
de origen mexicano denominado Tesglino cuya elaboracién incluye las etapas de germinacion del grano,
molienda y coccidn del atole y fermentacidn; se determinaron las variaciones en antocianinas, compuestos
fendlicos totales, actividad de secuestro de radicales libres (DPPH y ABTS) , estructura (durante la germinacion) y
color a lo largo del proceso asi como crecimiento microbiano, produccidn de acido lactico y etanol durante la
fermentacion. El tesglino fue elaborado con maiz azul. Se determinaron las condiciones de germinacién mas
adecuadas que fueron: 24 h de remojo, 200g agua/ 100g de grano, T=25 2C y 96h de totales de
germinacién. En cuanto los cambios estructurales, fueron analizados usando la metodologia de anadlisis de
imagen encontrandose que bajo las condiciones de experimentacidn, las magnitudes de humedad, dreay
didmetro de Feret aumentan conforme avanza el tiempo de germinacién presentando las mismas
tendencias, la dimensiéon fractal del area del grano con respecto al tiempo, presenta un
comportamiento caracterizado por la aparicion de tres picos, el primero correspondiente a la
absorcién rapida de agua vy el tercero al surgimiento de la radicula momento en el cudl, la germinacién
del grano es percibida visualmente, en tanto, el segundo pico, de forma tentativa, corresponde al
comienzo de la formacion de la radicula en el interior del grano por lo que se propone que, el grano ha
germinado cuando su dimensién fractal tiene un maximo entre las 72 y 76 horas del proceso. Con
respecto a la cantidad de compuestos fendlicos aumenta durante la etapa de germinacion, disminuye
considerablemente en la coccidon y aumenta en la fermentacién obteniéndose un incremento global de
101% mientras que la cantidad de antocianinas aumenta ligeramente durante la germinacion del maiz y
disminuye drasticamente durante la coccién para mantenerse constante en la fermentacion, la pérdida
global de estos pigmentos es de 43%. La actividad de secuestro de radicales libres esta relacionada
directamente a la cantidad de compuestos fendlicos totales, en forma global, se obtuvo una pérdida de
20% con respecto al maiz sin procesar. Se encontraron cambios importantes en el color dependiendo de la
etapa de produccion, sin embargo, aunque es posible registrarlos instrumentalmente, no coinciden
necesariamente con la percepcion sensorial humana. Fue posible ajustar al modelo logistico el
crecimiento de L. plantarum y S. cerevisiae en medios MRS y YM respectivamente. Ambos

microorganismos crecieron de forma simultanea en el mosto de fermentacién, habiendo producido
cantidades representativas de etanol y acido lactico. Las caracteristicas sensoriales del tesgliino
elaborado en el laboratorio, son similares a las del tejuino producido y comercializado por la poblacién
mestiza de algunas zonas de México. El tesgliino producido en el laboratorio, al ser elaborado con maiz
azul, puede aportar beneficios adicionales a la adquisicién de nutrientes esenciales (carbohidratos,
proteinas, grasas, vitaminas y minerales), protegiendo al cuerpo humano del dafio oxidativo producido
por los factores ambientales de estrés.



ABSTRACT

The fermented foods production is one of the food-processing technologies oldest, nevertheless, it still
applies because it is from these products which are obtained not only with sensory characteristics
highly valued, but with features such as nutritional often located at these foods in the group of
probiotics in this context, the grains are considered good sources of nutrients for the growth of
probiotic microorganisms by themselves is also considered as prebiotics. In this paper we studied the
process of producing a fermented maize called Mexican Tesgliino whose development includes the
stages of germination of the grain, milling and baking and fermentation of atole, identified variations in
anthocyanins, total phenolics, activity of sequestration of free radicals (DPPH and ABTS), structure (for
germination) and color throughout the process as well as microbial growth, production of lactic acid
and ethanol during fermentation. The corn was developed tesgliino blue. Identified the most suitable
conditions for germination were: 24 h of soaking, water 200g / 100g grain, T = 25 2 C for 96h and total
germination. As structural changes were analyzed using the methodology of image analysis shows that,
under experimental conditions, the magnitudes of moisture, area and Feret diameter progresses
increase the germination time by presenting the same trends, the fractal dimension of the area grain
with respect to time, presents a behavior characterized by the appearance of three peaks, the first
corresponding to the rapid absorption of water and the third time of radicle emergence in which the
germination of the grain is perceived visually, while The second peak, so attempt it at the beginning of
the formation of the radicle in the grain and it is therefore proposed that the grain has germinated
when its fractal dimension has a maximum between 72 and 76 hours of the process. With regard to the
amount of phenolic compounds increases during germination decreases significantly in the firing and
increases in the fermentation produces an overall increase of 101% while the amount of anthocyanins
increased slightly during the germination of corn and decrease during the cooking to keep constant
during the fermentation, the total loss of these pigments is 43%. The activity of free radicals hijacking is
directly related to the amount of total phenolic compounds, in aggregate form, showed a loss of 20%
compared to raw corn. We found significant changes in color depending on the stage of production,
however, although it is possible instrumental record, not necessarily human sensory perception. It was
possible to adjust the logistic growth model for L. plantarum and S. cerevisiae MRS and YM media,
respectively. Both microorganisms grew simultaneously in the fermenting wort, having produced
representative quantities of ethanol and lactic acid. Sensory characteristics of the tesgliino developed
in the laboratory are similar to those of tejuino produced and marketed by the mestizo population in
parts of Mexico. The tesgliino produced in the laboratory, to be produced with blue corn, can bring
additional benefits to the acquisition of essential nutrients (carbohydrates, proteins, fats, vitamins and
minerals), protecting the human body from oxidative damage caused by environmental factors of
stress.
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1. INTRODUCCION

Es evidente la tendencia que hoy en dia se tiene hacia el consumo
de alimentos que aporten a la dieta algo mas que los nutrimentos
basicos de mantenimiento del organismo, se busca que los
alimentos contribuyan a “reparar” los dafios producidos por el estilo
de vida actual (estrés, consumo de tabaco y bebidas alcohdlicas,
sedentarismo, etc.). Esta tendencia aunada al surgimiento del
movimiento denominado “slow food” (llamado asi para denotar su
antagonismo con el término “fast food”) han llevado a diversas
culturas a promover los beneficios del consumo de alimentos que de
forma tradicional han elaborado, esto con la finalidad no solo de
rescatar sus costumbres sino de promover el desarrollo econémico
de sus comunidades y la salud de sus habitantes.

El maiz es la base de la vida rural y, por tanto de la cultura de los
mexicanos como eje de la actividad econdmica, productiva, como
base de la alimentacion y elemento insustituible del arte culinario
asi como centro de conocimiento expresado en practicas cotidianas
de preparaciéon (Benz, 1997). De maiz se hacen innumerables
alimentos y bebidas, entre estas ultimas se encuentran: el tascalate,
el achocote, el piznate, el sendecho, el tejuino, el pozol, y el
tesgliino o batari (Barros y Buenrostro, 1997), durante la
elaboracién de estos productos, los constituyentes del maiz
cambian, modificando asi no solo las caracteristicas sensoriales y
nutricionales del producto sino ademas el efecto adicional a la salud
que pudiera proporcionar con respecto a la materia prima original
.La produccion de alimentos fermentados, es una de las tecnologias
de procesamiento de alimentos mas antiguas conocidas por el ser
humano. Se han descrito métodos de fermentacion que datan del
ano 6000 A.C. y aunque eran llevadas a cabo de forma artesanal y
por tanto, no se apreciaba el papel de los microorganismos, daban
como productos no solo caracteristicas sensoriales diferentes y en
muchos casos superiores, sino aportes nutricionales que no conlleva

el consumo del producto inicial (Caplice y Fitzgerald, 1999).



2. GENERALIDADES

2.1. Cereales.

La importancia de los cereales para la dieta del ser humano e incluso para su historia es invaluable.
Contienen entre diez y veinte veces mas energia que las frutas y los vegetales mds suculentos, son
fuente importante de proteinas, carbohidratos, vitaminas del complejo B, vitamina E, hierro, minerales
traza y fibra, ademads sirven de forraje al ganado que es destinado a la alimentacidn humana, por otro
lado pueden ser almacenados por largos periodos de tiempo en buenas condiciones. Los principales
cereales cultivados son el trigo, el arroz, el maiz y la avena (Haard, y col., 1999).

La produccién de cereales ocupa cerca del 60% de la produccion total de alimentos a nivel mundial, sus
granos y productos tales como harinas obtenidas a partir de ellos contienen numerosos compuestos
funcionales tales como 4acidos grasos, fitoesteroles, almidén resistente y compuestos fendlicos,
ademas, el consumo de granos enteros se ha asociado a las bajas incidencias de ciertos tipos de cancer
y enfermedades cardiovasculares, en adicién a esto, los cereales y sus sub productos han sido
probadas como soporte de bacterias acido lacticas usadas como probidticos, éste hecho sugiere que la
fermentacion de cereales puede dar como resultado porductos con actividades promotoras de la salud

(Salmerony col., 2009).

2.2. Maiz.

El grano de maiz (Zea_mays) es la principal fuente de la alimentacién humana en América; en Europa
este lugar lo ocupa el trigo y en Asia el arroz. En el entorno mundial, el maiz como fuente para la
alimentacion humana, ocupa el segundo lugar, después del trigo. Es el Unico cereal proveniente del
Nuevo Mundo. Su origen y evolucién han sido un misterio pues ha llegado a nuestros dias altamente
evolucionado, sin conocerse formas intermedias (Barros y Buenrostro, 1997).

Existe la idea general de que el maiz es una planta originaria de América, aunque todavia se discute el
sitio exacto de domesticacién, asi como sus antecesores. Algunos autores consideran a México como el
sitio donde se originé el maiz, aunque otros aceptan que fue en la regiéon andina de Sudamérica. En
cuanto a sus antecesores, se cree que tuvo origen en una planta con vaina cuya especie se origind en

América del Sur vy florecié probablemente en las estribaciones orientales de los Andes donde se cultivo
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hasta el momento actual. De esta planta se originarian variedades que sufrieron mutaciones hasta
formar la especie Zea mays L. sin vaina. En América Central y México una de esas variedades conocida
también cominmente con el nombre de “maiz andino” produjo, mediante hibridaciéon con un tipo de

Ill

Tripsacum, el “teocentli” (Euchlaena mexicana Schtad) y otras formas de maiz (Cruz y Ulloa, 1973).

El cultivo de maiz es el mas importante en México, de las 16 millones de hectareas cultivadas en los
ultimos 20 afios, el 50% correspondid a este cereal. Desde 1993 la produccion nacional se ha ubicado
alrededor de 18 millones de toneladas; el 70% de la produccidn nacional se encuentra en 8 entidades
federativas: Chiapas, Guerrero, Jalisco, Edo. de México, Michoacan, Puebla y Sinaloa (Lépez, 2004).

Refiriéndose al maiz en la alimentacion, José de Acosta, cronista espafiol, anota las variadas formas de
consumo del maiz, indicando que los indigenas sudamericanos lo preparaban cocido y era ingerido en
forma de sopa, de arepas, de tortillas (tlaxcalli), bollos, pasteles, tamales, en guisados o simplemente
el grano tostado y también lo utilizaban en la fabricacién de bebidas a las que los nativos del Peru
llamaban chicha y sora. Estas bebidas ya eran preparadas antes de la conquista espafiola y formaban
parte de las ceremonias, ritos y funerales incas que eran efectuados durante todo el aiio. El cronista
Fernadndez de Oviedo hace mencidn a los alimentos de maiz que eran preparados por los indigenas de
México y asi mismo indica la elaboracidén de una bebida a base de este cereal hecha por los indios del
mar del Sur, la cual era preparada con harina tostada revuelta en agua y, aun cuando el agua oliera
mal, le anadian uno o dos pufios de maiz (Cruz y Ulloa, 1973). En la actualidad la dieta de la poblacidn
mexicana sigue siendo dependiente de la tortilla que al complementarse con el frijol producen un
complejo nutrimental extraordinario (Paredes y col., 2006). La harina de maiz no es apropiada para la
elaboracién de pan. El maiz es, sin embargo una fuente significativa de productos industriales que
incluyen cereales para desayuno, alimentos ligeros, harina de maiz y jarabe de almidén (Kirk y col.,

1996). El maiz presenta el siguiente perfil taxondmico:

Reino Vegetal Division Tracheophyta
Subdivisidon Pteropsidae Clase Angiospermae
Subclase Monocotiledoneae Grupo Glumiflora
Orden Graminales Familia Gramineae
Tribu Maydeae Género Zea

Especie mays



El fruto de la planta del maiz se llama comercialmente grano, botdnicamente es una caridpside y

agricolamente se le conoce como semilla, esta formado por las siguientes partes:

Pericarpio: Cubierta del fruto, se conoce como testa, hollejo o cascara.

Aleurona: Capa de células del endospermo, de naturaleza proteica.

Endospermo: Tejido de reserva de la semilla, que alimenta al embrién durante la
germinacion.

Escutelo o cotiledén: Parte del embridn.
Embrion o germen: Planta en miniatura con la estructura para originar una nueva planta.
Capa terminal: Parte que se une al olote, con una estructura esponjosa, adaptada para la

rapida absorcién de humedad.

2.2.1.Composicion quimica del maiz.
Existe un numero considerable de datos sobre la composicidon quimica del maiz, en ella influyen la
estructura fisica del grano, factores genéticos y ambientales, la elaboracién y otros eslabones de la
cadena alimenticia. El maiz es ante todo una fuente de energia, tiene pocas proteinas y vitaminas. En la
Tabla 1 se muestra la composiciéon quimica de las partes principales del grano (Figura 1).
Aproximadamente el 90% de las proteinas del endospermo del maiz son prolaminas (llamadas zeinas) y
glutelinas. La calidad nutrimental esta definida en buena medida por la calidad de sus proteinas y ésta,
a su vez, la establece el contenido de los llamados aminoacidos esenciales, tanto la zeina como la
glutelina del maiz son deficientes en lisina y triptéfano, de hecho la zeina no contiene este aminoacido,
por otro lado, la proteina del maiz es rica en leucina pero muy deficiente en isoleucina. Este
desbalance, provoca que el valor biolégico de la proteina disminuya (Paredes y col., 2006). En cuanto a
los minerales, éstos estan concentrados en el embridn (tres cuartas partes), distribuyéndose el resto
en el endospermo exterior. El maiz es pobre en calcio pero sumamente rico en fésforo y potasio. Su
contenido de magnesio y sodio es bajo; en cambio, se encuentran en el grano importantes cantidades
de hierro (Cruz y Ulloa, 1973). El valor nutricional de este cereal se afecta en forma importante por los

métodos culinarios empleados en su preparacién (Kirk y col., 1996)
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Figura 1. Principales partes estructurales del grano de maiz (Paredes y col., 2006)

Tabla 1. Composicion quimica de diferentes partes del grano de maiz.

Componente quimico

Proteinas (%)

Extracto etéreo (%)
Fibra cruda (%)
Cenizas (%)

Almidén (%)

Azucar (%)

Calcio (mg/100g)
Fierro (mg/100g)
Vitamina B1 (mg/100g)
Acido Nicotinico (mg/100g)
Riboflavina (mg/100g)
Energia (MJ/100g)
Aminodcido limitante

Triptéfano
Lisina

Grano Pericarpio
completo

10.3 3.7
4.8 1.0
86.7
1.4 0.8
71.5 7.3
2.0 0.34
12 --
5.0 --
0.33 --
1.5 --
0.13 --
1.19 --

Endospermo

8.0
0.8
2.7
0.3
87.6
0.62

Germen

18.4
33.2
8.8
10.5
8.3
10.8

(FAO, 1993) (Paredes y col., 2006) (Kirk y col. 1996)

La composicion quimica del endospermo configura distintas formas del grano y caracteristicas fisicas,

gue permiten establecer tipos estructurales bastantes claros que son:

Maiz dentado (Zea mays indentata). Se caracteriza por una depresion o diente en la corona del grano,

gue se origina por la contraccién del endospermo harinoso a medida que el grano va secandose.

Maiz cristalino (Zea mays indurata). Contiene una gruesa capa de endospermo cristalino, que cubre un

pequefio centro harinoso.



Maiz harinoso (Zea mays amilaceo).Tiene un endospermo harinoso, sin endospermo cristalino.

Maiz dulce (Zea_mays saccharata). En este tipo de maiz, la conversion del azdcar en almidon es
retardada durante el desarrollo del endospermo.

Maiz palomero (Zea_mays everta). Se caracteriza por un endospermo cristalino muy duro, solamente
posee una pequefia porcion de endospermo harinoso, tiene la caracteristica de expandirse al
someterse al calor.

Maiz tunicado (Zea_mays tunicata). Cada grano estd encerrado en una vaina o tunica. Se usa como
ornamento o como fuente de germoplasma en los programas de fitomejoramiento (Lopez, 2004).

Los maices pigmentados, estan presentes en la mayoria de las 41 razas de maiz descritas en México,
los colores negros, morados y rojos que se observan, se deben a las antocianinas, compuestos
presentes en el pericarpio, en la capa aleurona, o en ambos En la regién Central de México el consumo
de tortillas de maiz azul ocurre en comunidades y pueblos, durante festejos especiales. (Salinas y col.,

2003).

2.3. Cereales fermentados.

Los tejidos animales o vegetales sujetos a la accidon de los microorganismos o enzimas para obtener
cambios bioquimicos deseables y modificaciones en la calidad de los alimentos, se denominan
alimentos fermentados. La fermentacién es la forma mas antigua de la biotecnologia de alimentos
como ejemplo, la elaboracién de cerveza data de hace 5000 ainos.

Los objetivos de fermentar alimentos son: enriquecer la dieta a través del desarrollo de una diversidad
de sabores, aromas y texturas; conservar los alimentos a través de la produccion de acido lactico,
acético y alcohol; enriquecerlos con proteinas, aminodcidos esenciales, acidos grasos esenciales y
vitaminas; destoxificarlos y disminuir los tiempos de coccién y requerimientos de combustible. En los
paises en vias de desarrollo en que es necesario conservar grandes cantidades de alimentos vy
enriquecerlos ya que los recursos son bajos, se han mantenido las técnicas tradicionales de
fermentaciéon de alimentos. Los cereales son sustratos importantes para la fermentacién (Haard, y col.
1999).

De maiz se hacen decenas de bebidas, muchas de las cuales proporcionan refresco y nutrimentos para

el trabajo del campo, sobre todo en los climas tropicales: el tascalate chiapaneco de cacao, maiz o
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tortilla tostada, achiote y canela, el achocote hidalguense, él popo veracruzano, de Nayarit es el
piznate, el sendecho de maiz germinado de Michoacan y la zona mazahua, el tejuino de Colima, Nayarit
y Sonora, de Jalisco, el pozol y el chorote tabasquefios, la tanchuera es yucateca y, entre los
tarahumaras, el tesgtliino o batari, hecho de maiz germinado, cocido y molido y después fermentado en
ollas de barro (Barros y Buenrostro, 1997).

En México, la elaboracién de cerveza se inicid durante la colonia, Garcia y col. (2005) hacen mencién
del Tesguiino como el primer antecedente de cerveza en México, el cual data de la época prehispanica.
El pozol y el tesgliino son las bebidas obtenidas a partir de la fermentacién de este cereal con mayor

trascendencia.

2.4. Tesgiiino.

Garcia y col. (2005) Definen al tesgliino como una “bebida semejante a cerveza preparada al fermentar
un atole de maiz germinado, molido y cocido con catalizadores, que son fragmentos de plantas
existentes en la regidén donde se elabora”.

El tesgliino es una bebida consumida en las comunidades indigenas (Yaquis y Pimas en Sonora,
Tarahumaras en Chihuahua, Guarijios en Chihuahua y Sonora, Tepehuanos en Durango, Huicholes en
Jalisco y Nayarit y Zapotecos en Oaxaca) y por la poblacién mestiza de varios estados del norte y
noroeste de México (Chihuahua, Sinaloa, Durango, Nayarit, Jalisco y Oaxaca) (Ulloa y col., 1987) El
nombre tesgliino proviene del nahuatl “tecuin” y quiere decir “palpitar el corazén”. Aparentemente, el
nombre mas correcto asignado por los tarahumaras para denominar al tesgtliino es el término “sugiki”,
aunque también es usado el de batari. El uso de estos términos se explica facilmente ya que son los
ingredientes de la bebida, el primero es el elote del maiz y el segundo es el nombre de las cortezas que
son usadas como “catalizadores” (Cruzy Ulloa, 1973).

Los tarahumaras, o raramuris (que etimolégicamente significa “planta [del pie] corredora”) como ellos
se denominan son un grupo aborigen que habita en la zona sur occidental del Estado de Chihuahua. Su
poblacién de aproximadamente 50 000 individuos esta dispersa en un territorio de unos 50 000 Km?
ocupando tanto la region montafiosa como la barranquena de la Sierra Tarahumara. Debido a la dificil
topografia del terreno, el patréon de asentamiento que predomina es el de pequefias rancherias

aisladas, localizadas en los espacios de tierra disponibles para la agricultura. En este tipo de



organizacién social la unidad bdsica la constituye la familia, que se encarga de realizar todas las labores
cotidianas y que trata de ser autosuficiente. La comunidad funcional de la unidad familiar Ila
constituyen las rancherias de los alrededores con las que se relacionan mediante el trabajo
cooperativo reciproco y en participaciones conjuntas en festividades religiosas y deportivas. En todos
estos eventos, asi como en las reuniones politicas, el tesgliino esta presente, desempefiando un papel
importante a nivel social por que actia como elemento de cohesion de la comunidad (Lappe y Ulloa,
1989).

Entre los pueblos indigenas el tesgliino tiene un importante uso ceremonial, puesto que se consume en
celebraciones religiosas, en funerales y durante sus juegos deportivos. Durante todo el afo, los
tarahumaras llevan a cabo tesgiliinadas, teniendo estas fundamentalmente una funciéon econdémica
pues representan una forma de pago al trabajo comunitario; son tan importantes en la vida del
tarahumara como los festivales de tipo religioso. En estas reuniones de tipo no familiar se llevan a cabo
trabajos como la edificacion de casas o corrales. Los huicholes, grupo indigena de la Sierra Madre
Occidental, quienes basan su vida en la producciéon y consumo de maiz (Neurath, 2006), hacen una
procesién de culto al sol en el mes de diciembre, donde cada uno lleva una cana de maiz fructificada;
se sientan en torno a una hoguera hecha con cafia de maiz y el sacerdote canta y reza; cuando ha
terminado, deposita ante el altar el tesgliino, chocolate, monedas y mazorcas, en esta fiesta el
tesgliino que se le deja a la reina del maiz es llamado Jarianaka (Cruz y Ulloa, 1973). Diluida con agua
esta bebida es ingerida por lactantes y nifios, y constituyendo un complemento importante de su dieta
(Paredes y col., 2006).

Se desconoce la fecha precisa a partir de la cual los tarahumaras comenzaron a elaborar esta cerveza.
Sin embargo, segun la relacién de Guaguachic de 1777, durante la estancia de los jesuitas vy
franciscanos (siglo XVIIl) en la regiéon tarahumara, dicha bebida era preparada y consumida
frecuentemente. El proceso de elaboracién actual de esta cerveza varia de una region y época del afio
a otra, utilizdndose diversas plantas como materias primas por lo que puede considerarse existen
varias modalidades de tesgliino, con diferentes nombres (Lappe y Ulloa, 1989). También es conocido
como tecuin o tecuino y es una bebida fermentada (cerveza) opaca, de consistencia espesa hecha de
maiz, agua y piloncillo. Se puede preparar con granos de maiz, con jugo de cafias de maiz, con frutas

como las bayas de madrofio, duraznos, granos de trigo, granos de sorgo o jugo de hojas de maguey. El
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mas comun, sin embargo, es el tesgliino que se hace con granos de maiz germinados (Cruz y Ulloa,
1973).

Se prepara tradicionalmente haciendo germinar los granos de maiz en canastas hechas para este fin, a
oscuras, para que los brotes no reverdezcan, pues amargan la bebida, asi se transforman en azlcares
los almidones, posteriormente se muele, se hierve, se cuela con canastos y se pone a fermentar con un

catalizador, ya sea frijolillo, flor de manzanilla o de durazno, la hierba seréke, la del piquete o semillas

de madrofio en una olla exclusiva para su elaboracion denominada “olla tesglinera” (la Figura 2

muestra el proceso de elaboracion tradicional de Tesgliino). En las regiones cercanas al rio Conchos en
Chihuahua los tarahumaras afiaden al tesgliino alcaloides alucinégenos como el peyote en vez de
catalizadores, provocando un efecto mds placentero en el consumidor (Ulloa y col., 1987). Ademas
cuando se usa este cactus, da resistencia contra la fatiga y calma el hambre y la sed, hace entrar al
individuo a un mundo de fantasias, que lo hace sentir la facultad de predecir el porvenir, su empleo
entre los indigenas no se debe a habito, sino que obedece a ritos religiosos. El principio activo del

peyote (Anhalonium williamsi) es el alcaloide lamado mescalina. Otras variantes incluyen la adicion de

limén, sal o nieve (Wacher, 2005).

La poblacién mestiza de las regiones mencionadas, bebe una modalidad de tesgliino de contenido
alcohdlico mas bajo llamado tejuino, lo preparan a partir de granos de maiz germinados que muelen y
mezclan con azucar y piloncillo, no agregan liga o catalizador. Lo consumen como bebida refrescante.
Varias cepas de bacterias, levaduras y hongos han sido aisladas del tesgiliino, estas incluyen a

Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Sacharomyces, Candida, Cryptococcus,

Hansenula, Brettanomyces, Pichia, Geotrichum y Penicillium (Ulloa y col., 1987).

Destaca por su importancia Saccharomyces que participa en la fermentacién alcoholica del tesgiliino, el

indculo se encuentra en la superfice de utensilios y ollas “tesgliineras”. Bacillus megaterium también

ha sido aislado de varias muestras, ya que no hay una metodologia estandarizada para la elaboracién,

del tesgiino su microflora varia de acuerdo a su preparacién, al sustrato y el catalizador utilizados.
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Figura 2. Diagrama de elaboracidn tradicional de tesgiiino elaborado con base en lo reportado por Lappe y
Ulloa. (1987)



Los microorganismos detectados después de la coccion, filtrado y enfriado son bacterias homo y
heteroldcticas. Estos microorganismos producen acidos lactico y acético los que dan al tesgiiino su
caracteristico sabor ligeramente acido y refrescante. Se han aislado abundantes especies de levaduras

productoras de etanol entre las que destacan Candida guilliermondii, Hansenula anomala, S. cerevisiae,

y S. kluyvery; otras levaduras producen ésteres los cuales contribuyen a la turbidez, aroma y sabor. La
produccién del Tesgliino es una fermentacién alcoholico-lactica, seguida de otra alcoholico-acética
(Paredes y col., 2006).

Se ha especulado mucho acerca del uso de la liga o catalizador, se tiene la hipdtesis de que puede
servir como fuente de vitaminas, enzimas y otros factores de crecimiento que promueven la
fermentacion (Haard y col., 1999).

Los datos de la Tabla 2 presentados por Lappe y Ulloa (1989), aparentemente no muestran cambios
significativos positivos en cuanto al contenido de proteina, sin embargo hay que notar que los valores se
dan en base hiumeda y la humedad aumenta mas del 7% por lo que quiza al hacer el calculo en base
seca, se obtendrian resultados similares a lo reportado por Paredes y col. 2006 quienes mencionan que el
valor nutricional del tesgiiino es superior al de las materias primas utilizadas en su elaboracién en virtud

de los incrementos en el contenido de proteina y acidos orgdanicos, principalmente acido lactico.

Tabla 2. Composicion quimica del tesgiiino en diferentes etapas de su elaboracién.

Muestra Humedad Sélidos Proteina Cenizas Grasa Niacina

(%) Totales (Nx6.25) (%) (%) mg/100mL
(%)

Suspension de maiz 83.8 16.2 1.66 0.23 0.75 0.76

germinado y cocido

Atole cocido y colado 81.0 19.0 1.40 0.27 0.61 0.43

Tesgiiino de 24 h de 87.6 14.2 1.18 0.22 0.29 0.24

fermentacion.

Tesgiiino de 36 h de 89.8 10.2 1.10 0.16 0.69 0.35

fermentacion.

Tesgiiino de 50 h de 90.4 9.60 1.27 0.15 041 0.30

fermentacion.

Todos los valores corresponden a porcentajes en relacién a base humeda (g/100 mL muestra) (Lappe y Ulloa,
1989)



Dentro de las variantes en la elaboracion de tesgiliino se encuentra el uso de sustratos diferentes de maiz
germinado. En ocasiones se usa jugo de tallos de maiz o jugo de hojas de varias especies de magueyes.
Los tepehuanos utilizan maiz, sorgo o trigo y afiaden catalizadores diferentes a los utilizados por los

tarahumaras, pero un procedimiento de elaboracién similar lo llaman navaitai (Wacher , 2005).

2.5. Lactobacillus plantarum

Las bacterias acido lacticas presentan en la actualidad un inmenso potencial biotecnoldgico, dada su
presencia en multitud de procesos fermentativos de alimentos destinados al consumo humano
(productos lacteos, vegetales, carnicos y de panaderia, asi como bebidas alcohdlicas) y animal
(ensilados). Estas bacterias no sélo contribuyen al desarrollo de las caracteristicas sensoriales y
reoldgicas de los alimentos, sino que generan en los mismos ambientes poco favorables para el
desarrollo de microorganismos patégenos debido a su marcada capacidad antagonista, la cual favorece
su proliferacién en el alimento, en detrimento de cualquier otro grupo microbiano presente en la
materia prima (alimento crudo) o que contamine el producto posteriormente. Ademas de este
importante papel en procesos de bioconservacion, se ha podido comprobar que algunas cepas de
bacterias lacticas, entre ellas las del género Lactobacillus, son beneficas para la salud, tanto humana
como animal (probidticos). Ambos efectos beneficiosos, ocasionados por su capacidad antagdnica, se
basan en la produccién de 3acidos organicos y otros metabolitos inhibidores, entre los que cabe
mencionar el peréxido de hidrégeno (H,O,) y otros derivados del metabolismo del oxigeno, asi como
compuestos aromaticos (diacetilo, acetaldehido), derivados deshidratados del glicerol (reuterina),
enzimas bacterioliticas, bacteriocinas y otros (Samaniego y Sosa, 2000).

Las bacterias lacticas pueden ser utilizadas en la prevencidon y el control de determinadas
enfermedades, asi como en el mejoramiento de la calidad de conservacion de ciertos alimentos, por lo
gue su valor radica en tener a disposicion sustancias procedentes de microorganismos que sirvan como
punto de partida para la obtencién de productos biotecnoldgicos aplicables a la solucidon de problemas
de la salud tanto humana como animal (Samaniego y Sosa, 2000).

Las bacterias del género Lactobacillus son microorganismos benéficos de particular interés debido a
su larga historia de uso, se encuentran entre los primeros microorganismos usados por el ser humano

para el procesamiento de comestibles.



El género Lactobacillus esta comprendido por cerca de 140 especies e incluye bacterias gram positivas,
catalasa negativas, no motiles, no esporuladas, anaerobias facultativas y que se desarrollan en
condiciones que van de microaerdfilas hasta anaerobias estrictas (Wang, 2009; Singh, 2009). Los
lactobacilos son usualmente bacilos delgados, cortos o largos aunque también pueden llegar a tener
formas de espiral o cocobacilos bajo ciertas condiciones. Son genéticamente muy diversos, con
contenidos G+C que van desde 32% para L. malti hasta 54% para L. fermentum (Singh, 2009). Son
estrictamente fermentativos, acidiricos o acidéfilos y tienen requerimientos nutrimentales muy
complejos (carbohidrtaos, aminoacidos, péptidos, ésteres de acidos grasos, sales, derivados de acidos
nucleicos, vitaminas). Al desarrollarse en glucosa como fuente de carbono, pueden ser
homofermentativos (producen mds de 85% de dacido lactico) o heterofermentativos (produciendo
acido lactico, dioxido de carbono, etanol y/o acido acético en cantidades equimolares) (Bernardeau,
2006)

En Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology de 1986, tomando en cuenta el incremento en el
numero de especies, reorganiza la nomenclatura de los lactobacilos en tres grupos: |
Homofermentativos obligados, Il Heterofermentativos facultativos y Il Heterofermentativos obligados.
Esta nomenclatura basada en caracteristicas fenotipicas es comunmente aceptada. Existe otra
nomenclatura basada en caracteristicas filogenéticas que también comprende tres grupos: el gripo de

L. delbrueckii, el de L. casei/Pediococcus y el grupo de Leuconostoc. Sin embargo, constantemente se

describen nuevas especies de Lactobacillus (por ejemplo, en 2005 se tuvieron 12 nuevas especies).

Ademas algunas especies han sido cambiadas de nombre como Lactobacillus bavaricus que ahora de

nombra Lactobacillus sakei; algunas otras han sido reclasificados en otros nuevos géneros, por

ejemplo, L. carnis, L. divergens, L. maltaromicus y L. pscicola han sido reclasificados como especies de

Carnobacterium. Este proceso de cambio taxondmico es continuo y ha cambiado de 44 especies y 11

sub especies descritos en 1986 a 88 y 15 respectivamente en 2003, 125y 27 en 2005 (Bernardeau,
2006) hasta 160y 27 en Mayo de 2009 (Euzeby, 2009).

El estudio de datos obtenidos de experimentos moleculares, metabdlicos y paleontoldgicos, sugiere
gue las bacterias acido lacticas incluyendo a las lactobacilos pudieron haber surgido hace 3 billones de
anos aproximadamente y su poblacidn se expandid rapidamente con el surgimiento de los mamiferos

hace 65 millones de afos. Los lactobacilos son omnipresentes, se encuentran donde sea que haya



substancias ricas en carbohidratos, estan asociados de forma cercana con animales marinos y
terrestres, su medio ambiente y su alimento. Colonizan varios habitats en el cuerpo de animales y
seres humanos sanos tales como membranas mucosas de la cavidad oral, intestino y vagina. Ademas
estdn presentes en alimentos fermentados (lacteos, carnicos y vegetales), aguas residuales vy
alimentos contaminados o en estado de putrefaccion (Bernardeau, 2006).

Las colonias de Lactobacillus en medios sélidos son pequefias (2-5 mm), convexas, suaves, con
margenes enteros, opacas y sin pigmentos. Sélo en algunos casos presentan coloracién amarillenta o
rojiza. Generalmente no presentan actividad proteolitica ni lipolitica que pueda apreciarse mediante
halos claros formados en medios sdlidos que contengan proteinas o grasas. Normalmente no reducen
los nitratos, pero esta reaccion puede ocurrir en algunos casos, cuando el pH esta por encima de 6.0.
Los lactobacilos no licuan la gelatina ni digieren la caseina, aunque muchas cepas producen pequeiias

cantidades de nitrégeno soluble. Tampoco producen indol ni acido sulfidrico (H,S). Son catalasa

negativos, pero algunas cepas producen la enzima pseudocatalasa que descompone el perdxido de
hidrégeno. Son citocromo negativos, por la ausencia de porfirinas; presentan una reaccién benzidina-
negativa. Su crecimiento en medio liquido se presenta a través de éste, aunque sus células precipitan
rapidamente después que el crecimiento cesa; dando lugar a un sedimento suave y homogéneo, sin
formacidn de peliculas. En raras ocasiones este sedimento es granular o viscoso Los lactobacilos no
desarrollan olores tipicos al crecer en medios comunes, pero contribuyen a modificar el sabor de
alimentos fermentados, produciendo compuestos volatiles como diacetilo y sus derivados y hasta
sulfuro de hidrégeno (H,S) y aminas en el queso (Bergey, 1992).

Los lactobacilos presentan particularidades para cada especie respecto a los requerimientos
nutricionales complejos: los aminodcidos, péptidos, derivados de acidos nucleicos, vitaminas, sales,
acidos grasos o esteres de dacidos grasos y carbohidratos fermentables. Generalmente estos
requerimientos variados suelen suplirse cuando el medio de cultivo de los lactobacilos contiene
carbohidratos fermentables, peptona, extracto de carne y extracto de levadura, aunque una
suplementacién con jugo de tomate, manganeso, acetato y ésteres del acido oleico, especialmente
Tween 80, resulta estimuladora y hasta esencial para muchas especies. Por eso, estos compuestos se

incluyen en el medio MRS (Samaniego y Sosa, 2000)



Los lactobacilos crecen bien en medios ligeramente acidos, con pH inicial de 6.4 — 4.5 y con uno éptimo
de desarrollo entre 5.5 y 6.2. Su crecimiento cesa cuando el pH alcanza valores desde 4 hasta 3.6 en
dependencia de especies y cepas y disminuye notablemente en medios neutros o ligeramente
alcalinos. Los lactobacilos son capaces de disminuir el pH del sustrato donde se encuentran por debajo
del valor 4.0 mediante la formacién de acido lactico. De esta forma evitan o al menos disminuyen
considerablemente el crecimiento de casi todos los otros microorganismos competidores, exceptuando
el de otras bacterias lacticas y el de las levaduras (Bergey, 1992).

La mayoria de las cepas de Lactobacillus son principalmente aerotolerantes; su crecimiento éptimo se
alcanza bajo condiciones microaerofilicas o anaerdbicas y se conoce que un incremento de la

concentracion de CO, (de aproximadamente 5% o hasta el 10%) puede estimular el crecimiento, sobre

todo en el caso del crecimiento superficial sobre medios sélidos (Bergey, 1992).

La mayor parte de los lactobacilos son meséfilos (30 - 40°C), con un limite superior de 40 °C. Aunque su
rango de temperaturas para el crecimiento oscila entre 2 y 53°C, algunos pueden crecer a
temperaturas cercanas al punto de congelacidn (por ejemplo, los que habitan en carnes y pescados
congelados). Los llamados lactobacilos “termofilos” pueden tener un limite superior de temperatura de
55 °C y no crecen por debajo de 15 °C. Aln no se conocen los verdaderos lactobacilos termdéfilos que
crezcan por encima de 55 °C (Bergey, 1992).

Los miembros de este género transforman la glucosa y las hexosas aldehidicas similares, los
carbohidratos que producen estos azucares simples y los alcoholes polihidroxilicos en acido lactico por
homofermentacién o bien, en acido lactico y otros productos finales adicionales como acido acético,
etanol, didxido de carbono, acido féormico y acido succinico por heterofermentacion constituyendo al
menos un 50% de los productos finales el acido lactico, el cual usualmente no es fermentado (Kandler,
1983). Las principales vias de la fermentacién para las hexosas son: la de Embden-Meyerhof, donde se
convierte 1 mol de hexosa en 2 moles de acido lactico por fermentacién homolactica y la via del 6-

fosfogluconato, cuyo resultado es 1 mol de CO,, 1 mol de etanol (o de acido acético) y 1 mol de acido

lactico, por fermentacion heterolactica.
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Los lactobacilos son sensibles ante la mayoria de los antibidticos activos contra las bacterias Gram-
positivas. Se ha podido estudiar la sensibilidad de los lactobacilos intestinales ante antibidticos
empleados como aditivos para alimentos (Bergey, 1992).
Aparte de las caries dentales, la patogenicidad de los lactobacilos es rara; aunque ultimamente se han
informado algunos procesos infecciosos en humanos donde estos microorganismos se han encontrado
involucrados. Tales son los casos de abcesos, septicemias sistémicas y endocarditis bacterianas,

provocados por L. casei subsp. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum y ocasionalmente L. salivarius

(Bernardeau, 2006). Sin embargo, las bases bioquimicas de tal patogenicidad aln se desconocen.

Los lactobacilos pueden encontrarse en productos lacteos, quesos, granos, productos carnicos o de
pescado, agua, aguas cloacales, cervezas, vinos, frutas y jugos de frutas, col y otros vegetales
fermentados, ensilajes, masas agrias y pulpas (Venema y col., 1996). También pueden encontrarse en
habitats secundarios como los fertilizantes de origen orgénico.

Lyons (1997) ha denominado probidticos a los productos naturales que son utilizados como
promotores del crecimiento en los animales, de tal manera que su empleo permita obtener mayores
rendimientos, elevada resistencia inmunoldgica, reducida o ninguna cantidad de patégenos en el
tracto gastrointestinal y menores residuos de antibidticos u otras sustancias. L. plantarum es un
probidtico Unico, dada su capacidad para tolerar valores de pH mas bajos que la mayoria de otros
microorganismos (Mc Donald y col., 1990), razén por la cual esta especie se presenta cominmente en
alimentos fermentados naturalmente, en vegetales, en pescados y en carnes.

Entre la variedad de sustancias antimicrobianas producidas por las bacterias dacido-lacticas se
encuentran las bacteriocinas, proteinas bactericidas que inhiben especies estrechamente relacionadas
con el cultivo productor (Klaenhammer, 1988).

Se han aislado y caracterizado parcialmente muchas bacteriocinas de Lactobacillus plantarum; sin

embargo, solamente tres se han purificado y secuenciado: Plantaricina A, Plantaricin C y Plantaricina



149 (De Vuyst, 1994). L. plantarum es la cepa mds frecuentemente productora de bacteriocinas, lo
cual explica su habilidad para controlar otros microorganismos, incluyendo los patogenos (Olesupo y
col., 1995).

Las bacterias acido lacticas preservan los alimentos como resultado de un crecimiento competitivo
producto de su metabolismo y de la produccion de bacteriocinas. Es por esto que desempefian un
papel importante en las fermentaciones de alimentos, pues ocasionan los cambios de sabores
caracteristicos y ejercen un efecto conservador sobre los productos fermentados. Se estima que el
25% de la dieta de los europeos y el 60% de la dieta en muchos paises subdesarrollados consiste en
alimentos fermentados (Holzapfel y col., 1995). Entre las especies de Lactobacillus que desempefian
un papel interesante en la bioconservacion se encuentra L. plantarum, bacteria que contiene
pldsmidos proclives a portar genes de importantes enzimas de la fermentacién (Nes, 1984). L.
plantarum no sélo preserva adecuadamente, sino que también, algunas veces, incrementa el
contenido de importantes nutrientes como los acidos grasos Q-3, bajo condiciones de almacenamiento
(Peng, 1975). Su habilidad exclusiva para inhibir patégenos es utilizada por la industria alimentaria para
la bioconservaciéon. Al respecto, se ha comprobado que cuando se inocula en alimentos en
conservacion inhibe completamente el crecimiento de bacterias aerdbicas, algunas enterobacteriaceas

y Staphylococcus aureus (Ashenafiy Busse, 1989).

Con respecto a otros efectos relacionados con el mejoramiento de la salud humana, los tratamientos
con Lactobacillus se han recomendado para un gran numero de condiciones tales como: intolerancia a
la lactosa, desérdenes diarreicos, reduccién del colesterol, profilaxis de infecciones intestinales y

urinarias, inmunomodulacién y hasta vacunacion oral (Sanders, 1994; Mukai y Arihara, 1994).

2.6. Saccharomyces cerevisiae

Levadura es un nombre genérico que agrupa a una variedad de hongos, incluyendo tanto especies
patégenas para plantas y animales, como especies no solamente inocuas sino de gran utilidad. De
hecho, las levaduras constituyen el grupo de microorganismos mas intimamente asociado al progreso y

bienestar de la humanidad. Algunas especies de levaduras del género Saccharomyces son capaces de

llevar a cabo el proceso de fermentacion, propiedad que se ha explotado desde hace muchos afios en

la produccion de pan y de bebidas alcohdlicas, y que a su vez ha inspirado un sinnimero de obras de



arte que ensalzan al Dios del vino y a aquellos que disfrutan su consumo. Desde el punto de vista
cientifico, el estudio de las levaduras como modelo biolégico ha contribuido de manera muy
importante a elucidar los procesos basicos de la fisiologia celular (Dujon, 1996).

Son hongos unicelulares pertenecientes en su mayor parte al grupo de los Ascomicetos, es decir, al
grupo de hongos capaces de formar esporas contenidas en el interior de un asca. Se hallan
diseminadas por toda la naturaleza. Vistas al microscopio las distintas especies presentan formas muy
variadas. Las hay elipticas (con forma de huevo) como las especies del género Saccharomyces; esféricas

como Torula; alargadas como Torulopsis stellata y apiculadas (con forma de limén) como

Hanseniaspora (Peynaud, 1989); se pueden encontrar en agrupaciones de dos, cadenas cortas o

racimos o bien sin agruparse, pueden formar o no pseudomicelio; La apariencia de las colonias es muy
diversa: de color crema a ligeramente café, de lisas a rugosas, en ocasiones sectorizadas, brillantes u
opacas (Garcia y col., 2005). Su morfologia es uno de los caracteres utilizados en su clasificacién, como
también lo son entre otros su forma de reproduccion y sus caracteristicas bioquimicas (Barnett y col.,
1990; De Rosa, 1997).

Las células de S. cerevisiae esporulan formando de una a cuatro ascosporas de forma redonda a
ligeramente elipsoidal, fermentan y asimilan la glucosa y normalmente también la sacarosa, maltosa y
galactosa, no asi la lactosa. No pueden usar como fuente de nitrégeno el nitrato.

La capacidad de crecer en medios libres de vitaminas es variable, lo cual implica que algunas cepas
presentan auxotrofias y otras no; sin embargo, aun cuando no existan requerimientos absolutos por
ellas, las vitaminas en el medio estimulan el crecimiento e incrementan la productividad.

Desde el punto de vista funcional algunas caracteristicas generales importantes en las cepas de
levadura son: capacidad de flocular, capacidad para producir alcohol, tolerancia al alcohol, tolerancia a
la osmolaridad del medio, tolerancia a altas temperaturas y capacidad y vigor en la fermentacién de
azucares (Garcia y col., 2005).

Su reproduccion puede ser vegetativa (asexual) por gemacion generalmente o por escision. Cuando las
condiciones son adversas la mayor parte de las levaduras pueden reproducirse sexualmente generando
ascosporas.

Entre las diversas caracteristicas bioquimicas utilizadas en la clasificacién de las levaduras podemos

mencionar (Quesada y Cenis, 1995; Suarez, 1997):



a. El tipo de azlcares que pueden fermentar.

b. El rendimiento en alcohol, las hay que para producir 1 grado de alcohol consumen de 17 a 18 g de
azucar, otras en cambio con menor rendimiento metabolizan de 21 a 22 g.

c. Su poder alcoholégeno, o grado maximo de alcohol que pueden alcanzar, algunas detienen su
actividad a los 5% Vol mientras que otras llegan a 17 o0 18% Vol.

d. Productos secundarios de la fermentacion.

e. Resistencia al anhidrido sulfuroso.

f. Capacidad para asimilar diferentes sustancias nitrogenadas.

Las levaduras pertenecen al Reino Fungi y dentro de él a la division Eumicota que agrupa a los
denominados hongos verdaderos. Dentro de esta division las levaduras se incluyen en 2 de las 5
subdivisiones de los Eumicetos, la Ascomycotina representada por las levaduras capaces de producir
ascosporas, llamadas por ello espordgenas, y la Deuteromycotina representada por las levaduras
incapaces de formar esporas llamadas por ello aspordgenas o no esporégenas. Los géneros de
levaduras esporogenas, englobados todos ellos en la familia Saccharomycetaceae, se distribuyen en 3
subfamilias. Los de las levaduras no esporégenas constituyen la familia Cryptococcaceae. Por debajo de
los taxones género y especie las levaduras pueden ser clasificadas en subespecies y variedades que a
menudo adquieren el rango de especies tras nuevas revisiones taxondémicas, o por el contrario, varias
especies son unificadas en una sola como subespecies de la misma con lo que la clasificacién se
complica alin mas y se incrementa el nimero de sinonimias (Mesas y Alegre, 1999).

Entre las levaduras esporégenas denominadas frecuentemente de segunda fase por aparecer en un
estado avanzado de la fermentacién alcoholica y producir gran cantidad de etanol destaca

Saccharomyces cerevisiae (S. ellipsoideus) que es una de las mds importantes en enologia ya que es la

responsable de la fermentacidn de la mayor parte de los azlcares del mosto. Su poder alcoholdgeno es
elevado (17°) y es bastante resistente al SO, (250 mg/L) (Mesas y Alegre, 1999).

Dentro del género Saccharomyces, la especie cerevisiae constituye la levadura y el microorganismo

eucariote mas estudiado. Este organismo se conoce también como la levadura de panaderia, ya que es
necesario agregarla a la masa que se utiliza para preparar el pan para que este esponje o levante; de

hecho el término levadura proviene del latin levare, que significa levantar.



Tradicionalmente varios géneros de Saccharomyces han estado relacionadas con la produccion de

bebidas alcohdlicas, dentro de las que destacan S. cerevisiae, S. uvarum, S. bayanus, S. oviformis y S.

sake por mencionar algunas (Garcia y col., 2005)
La fermentacion alcohédlica es una bioreaccién que permite degradar azucares en alcohol y diéxido de

carbono. La conversidn se representa mediante la ecuacion (Vazquez y Dacosta, 2007):

CeH1206 »2C2Hs0H +2CO2

En condiciones de aerobiosis las levaduras se multiplican abundantemente con un rendimiento en
biomasa muy alto ya que se consigue 1 g de levadura por cada 4 g de azucares consumidos. En
anaerobiosis las levaduras realizan la fermentacién alcohdlica, es decir degradan los azucares de forma
incompleta generando etanol, CO, y energia. En estas condiciones el rendimiento en biomasa es de tan
solo 1 g de levadura por cada 100 g de azucares consumidos.

La secuencia de reacciones enzimaticas por las que las levaduras transforman los azlucares del mosto

en etanol y CO, se indican en la Figura 3.
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Figura 3. Secuencia de reacciones de la fermentacion alcoholica.

Durante la fermentacién alcohdlica ademas de etanol y CO, se produce cierta cantidad de otros
compuestos, que en gran medida contribuyen al sabor y aroma final del vino (Peynaud, 1989; Suarez,

1997). Los mads significativos son los siguientes:

A. Glicerol. Cuantitativamente es el segundo componente mayoritario del vino después del etanol. Se
encuentra en cantidades de 6 a 10 g/L.
B. Acetaldehido. Aparece durante la fermentacidn alcoholica por descarboxilacién del acido piravico,

aunqgue también puede proceder de la oxidacion del etanol.



C. Acido acético. Componente mayoritario de la acidez volatil se produce por la condensacién de 2
moléculas de acetaldehido, aunque puede tener otros origenes no relacionados con la FA.

D. Acido succinico. Responsable del tipico sabor entre salado y amargo que caracteriza a las bebidas
fermentadas. Procede de la carboxilacién del acido pirdvico y posteriores reacciones redox.

E. Acido lactico. Procede de la hidrogenacién del pirdvico, aunque puede tener su origen en
intervenciones bacterianas.

F. Acetoina, diacetilo y 2-3 butanodiol. Son los metabolitos del ciclo diacetilo-acetoinico. Tienen su
origen en la condensacién y descarboxilaciéon de 2 moléculas de acido piravico.

G. Otros compuestos. Con origen en los azlcares se forman diversos acidos cuantitativamente
minoritarios como citrico, propiénico, fumarico y férmico. Con origen en las sustancias nitrogenadas se
forman alcoholes superiores como isoamilico e isopropilico que proceden de la desaminacion vy

descarboxilacién de los aminoacidos. Por combinacién entre dcidos y alcoholes se generan ésteres.

Existen diversos factores tanto fisicos como quimicos que inciden positiva o negativamente en el
transcurso de la FA, ya sea actuando sobre el desarrollo de las levaduras, ya sea incidiendo

directamente sobre la propia FA (Mesas y Alegre, 1999). Los mas relevantes son los siguientes:

Temperatura. A mayor temperatura la FA transcurre mas rdpidamente, sin embargo es menos pura. Se
produce menos etanol y mas cantidad de compuestos secundarios. Por otro lado las levaduras tienen
en los 30 °C su temperatura 6ptima de desarrollo. Por encima de los 35 °C la actividad decrece
rapidamente y en torno a los 45 °C mueren. Por debajo de 10 °C la mayor parte de las levaduras
silvestres son inactivas.

Oxigeno. Aunque la FA es un proceso anaerébico las levaduras mantienen una leve respiracidon
utilizando para ello el oxigeno combinado a moléculas del sustrato.

Nutrimentos. Por un lado estdn los azucares, que son fuente de carbono y de energia para las
levaduras y que deben encontrarse en concentracion superior a 20 g/L para que la FA transcurra a su
velocidad maxima. Por otro estan las sustancias nitrogenadas, las sales y los factores de crecimiento

(vitaminas) que deben encontrarse en concentracién suficiente para el desarrollo de las levaduras.



Los compuestos quimicos de accion negativa. Por un lado la acumulacién de los propios productos de
la FA pueden ralentizarla. Por otro lado, esos mismos compuestos junto a otros presentes en el
sustrato de forma natural (taninos) o artificial (pesticidas, SO,, etc.) pueden actuar como inhibidores

del crecimiento de las levaduras.

2.7. Germinacion.
El remojo en agua por toda la noche seguido de la germinacidn de los granos, es una practica muy
comun, especialmente para el procesamiento de semillas secas. Durante la germinacién, se activan
varios sistemas enzimaticos provocando profundos cambios en al valor nutritivo de las semillas (Mohd,
y col., 1980). Por ejemplo, el contenido de vitamina C que es muy bajo en las leguminosas, aumenta
significativamente durante la germinacién mientras que los fitatos disminuyen (Deosthale, 2003).
Cuando se humedece una semilla, ésta absorbe agua y se inician en ella las actividades metabdlicas
como la respiracion y la sintesis de proteinas; después de cierto tiempo el embrién emerge de la
semilla. En este momento se dice que la semilla ha germinado. Para que el proceso de germinacion se
lleve a cabo con éxito, es necesario que exista humedad, oxigeno y una temperatura adecuada. Una
vez que la semilla ha germinado, el crecimiento continda y las reservas de los cotiledones o del
endospermo son transportadas hasta las partes nuevas de la plantula, cuyas células estan
reproduciéndose y elongandose activamente.
El primer paso para que se inicie la germinacién es que la semilla entre en contacto con el agua. Esta es
fundamental para que la semilla se rehidrate y exista un medio acuoso donde los procesos enzimaticos
puedan llevarse a cabo. La semilla requiere de una pequeiia cantidad de agua para rehidratarse,
generalmente no mas de 2 a 3 veces su peso seco. Son dos los factores que deben tomarse en cuenta
al analizar el proceso de absorciéon (llamado imbibicién) de agua por parte de la semilla: 1) las
relaciones de la semilla con el agua, y 2) la relacién entre la semilla y el sustrato.
La cantidad de agua que absorbe y la velocidad con que lo hace estdn determinadas por procesos
fisicos de difusién y por las propiedades de los coloides. El agua tiene que atravesar una membrana
permeable, la cual presenta una alta concentracion de sustancias en uno de los lados. Las moléculas
del disolvente penetran a la sustancia que se esta hinchando o embebiendo, ocupando los espacios
capilares e intermicelares del coloide. Esto produce una presién de imbibicién, de fuerza considerable,

la cual llega a alcanzar valores de cientos de atmdsferas. Esta presion puede llevar al rompimiento de la



testa durante la germinacion. En las semillas, el principal componente que se embebe de agua son las
proteinas; también participan otros compuestos como los mucilagos y la celulosa (Moreno, 1996).

La germinacién de las semillas comprende tres etapas sucesivas que se superponen parcialmente y se

muestran en la Figura 4.
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Figura 4. Etapas de la germinacién de una semilla. (Vazquez y col., 1997)

Mientras mayor es el contacto, mas cantidad de agua puede ser absorbida. La imbibicién de las
semillas se determina también en funcién de su morfologia. En algunas especies, la entrada principal
de agua es por el micrdpilo (zona donde la testa es mas delgada), mdas que por toda la superficie de la

testa (Vicia y Phaseolus). En algunas semillas de testa dura e impermeable, mientras no se perfore la

testa el agua no puede penetrar en algunas de las leguminosas es necesario remover una

protuberancia que funciona como una especie de tapdn, llamada estrofiolo (Melilotus alba, Crotalaria

egyptica) (Moreno, 1996). La cantidad de agua que absorbe una semilla y la velocidad a la que lo hace
no soélo dependen de las caracteristicas de la semilla, como la permeabilidad de sus cubiertas, la
composicidon quimica de sus reservas, su tamafio y su contenido de humedad, sino que también estan
determinadas por condiciones ambientales como la humedad del suelo, la humedad del aire y la
temperatura (Vazquez y col., 1997).

Las semillas de diferentes especies germinan bajo diferentes rangos de temperatura, a excepciéon de

temperaturas extremosas. La sensibilidad de las especies difiere y no necesariamente a una mayor



temperatura corresponde un incremento en la germinacion. Las semillas de cada especie pueden
germinar dentro de un intervalo de temperaturas; sin embargo existe un punto éptimo, arriba o por
debajo del cual la germinacion también se lleva a cabo pero mas lentamente. Asi, la temperatura
6ptima es aquella bajo la cual se obtiene el porcentaje mas alto de germinacion en el menor tiempo. La
temperatura y el rango en el cual las semillas germinan, esta en funcidn del origen de las semillas, de
sus caracteristicas genéticas y de su edad, en el caso del maiz, se reportan temperaturas dptimas de
germinacion entre 32y 35 2C.

Existen semillas que sélo germinan en la oscuridad, aquellas que sélo germinan bajo luz continua, otras
gue requieren de un periodo breve de iluminacién para germinar y otras mas que son indiferentes a la
presencia de luz u oscuridad (Moreno, 1996).

El maiz, ha sido usado desde tiempos muy antiguos en la elaboracion de cerveza tipo “lager”, sin
embargo, por su uso para elaboracién de hojuelas, harinas y otros productos, ha sido desplazado por
otros cereales tales como el sorgo a pesar de que al maltearlo se convierte en una fuente rica en

enzimas hidroliticas necesarias para la fabricacién de cerveza (Eneje y col., 2004).

2.8. Antioxidantes.

El alto consumo de frutas y vegetales esta asociado a la reduccion del riesgo de padecer diversas
enfermedades crénicas tales como el céncer, enfermedades cardiovasculares, cardiacas y
arterioesclerosis, asi como enfermedades neurodegenerativas e inflamacidn (Al-Farsi y col., 2005).

La oxidacion de los lipidos ocurre cuando el oxigeno reacciona con estos en series de reacciones en
cadena de radicales libres que originan complejos cambios quimicos. En los alimentos esta oxidacion
causa pérdidas en calidad. In vivo, la oxidacién lipidica podria jugar un papel importante en las
enfermedades cardiacas, la arterioesclerosis, el cancer y el proceso de envejecimiento. Los
antioxidantes son compuestos que pueden retardar, minimizar o inhibir la oxidacidn lipidica. Cuando
se adicionan a los alimentos, los antioxidantes minimizan la rancidez, retardan la formaciéon de
productos toxicos de la oxidacidon, mantienen la calidad nutricional de los alimentos e incrementan la
vida de anaquel de los mismos (Fukumoto y Mazza, 2000).

Los compuestos que tienen actividad antioxidante tienen funciones tales como secuestrantes de

radicales libres, acomplejantes de metales pro-oxidantes, agentes reductores, etc., debido a ello, se ha



observado que tienen la capacidad de proteger al cuerpo humano de enfermedades tales como el
cancer (Bailey y Williams, 1993).

Se define como radical libre a cualquier especie quimica que contenga electrones no apareados en los
orbitales que participan de las uniones quimicas. Los radicales libres pueden ser formados tanto por la
pérdida como por la ganancia de un electron. En el primer caso se trata de una oxidacién y en el
segundo, de una reduccién. También se forman radicales cuando se rompe la unién covalente entre
dos atomos. Sea cual fuere el mecanismo de la formacién de un radical, el electrén desestabiliza al
atomo en mayor o menor grado, ya que aumenta su contenido energético y lo torna muy reactivo.
Como su tendencia espontdnea es volver al estado de menor energia, cediendo o recibiendo
electrones, reacciona rapidamente con otros atomos o moléculas que se encuentren cerca.

Los radicales libres son extremadamente inestables y de corta vida (duran millonésimas de segundo).
Cualquier molécula que se encuentre en su vecindad inmediata se verd afectada y se transformar3, a
su vez, en un radical libre, lo que desata una reaccién en cadena. Cuando tales especies activas se
producen en la membrana celular, predomina la reaccidon en cadena de la lipoperoxidacion con el
consecuente dano a estas. El proceso de lipoperoxidacién es una reaccion autocatalitica: una vez
comenzada, se mantiene a si misma. Los productos finales de esta reaccion -aldehidos, etano, pentano,
cetonas, etc.- también contribuyen al efecto tdxico producido. En determinadas circunstancias, la
produccién de radicales libres puede aumentar en forma descontrolada, situacion conocida con el
nombre de estrés oxidativo. El concepto expresa la existencia de un desequilibrio entre las velocidades
de produccién y de destruccion de las moléculas téxicas que da lugar a un aumento en la
concentracion celular de los radicales libres.

La evolucidn ha hecho que las células dispongan de mecanismos de proteccién del efecto nocivo de los
radicales libres basado en un complejo mecanismo de defensa constituido por los agentes
antioxidantes (Emmon vy col., 1999). Estos pueden ser mecanismos enzimaticos, llamados antioxidantes
enddgenos que incluyen a las enzimas superdxidodismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, y al
glutation y la coenzima Q 1o (Droge, 2002) y los antioxidantes exdgenos, que ingresan al organismo por
la via de los alimentos. Cuando llegan a las células, se depositan en sus membranas y las protegen de
la lipoperoxidacidén. Tal es el caso de las vitaminas E y C y los carotenoides. A diferencia de los

antioxidantes enzimaticos, estos otros reaccionan con los radicales libres y modifican su estructura, es



decir, los "capturan" o neutralizan, y se oxidan en el proceso. Finalmente, algunos metales, como
selenio, cobre, zinc y magnesio, que en ocasiones forman parte de la estructura molecular de las
enzimas antioxidantes, también son fundamentales en este mecanismo de proteccién celular
(Emmons y col, 1999). Los antioxidantes pueden ser clasificados en dos grupos de acuerdo a su
solubilidad: antioxidantes hidrofilicos (solubles en agua) tales como la mayoria de los compuestos
fendlicos y el acido ascdrbico, y antioxidantes lipofilicos (solubles en grasas) tales como carotenoides y
vitaminas (Al-Farsi y col., 2005). Existen ademds, antioxidantes sintéticos y naturales, los primeros son
compuestos con estructuras fendlicas de varios grados de sustitucion, mientras que los segundos
pueden ser carotenoides, acido ascérbico, tocoferoles, flavonoides, etc. (Larson, 1998).

Los compuestos que se piensa son responsables de los efectos de proteccion de dietas ricas en frutas y
vegetales incluyen carotenoides y vitaminas antioxidantes. Sin embargo, estda aumentando la evidencia
de que otros fitoquimicos (componentes no nutritivos) contribuyen en diversos grados a la actividad
antioxidante de frutas y vegetales. Considerando esto, la atencion ha sido enfocada en la significancia
de compuestos fendlicos tales como dacidos fendlicos, flavonoides y en particular de antocianinas (Al-
Farsi y col., 2005), algunos flavonoides han demostrado tener una gran capacidad antioxidante al ser
ingeridos en la dieta humana (Borsy col., 1987).

Recientemente se han acumulado evidencias que sugieren la existencia de una relacién entre el estrés
oxidativo y el origen de numerosas enfermedades. Por ejemplo, las células fagociticas del sistema
inmune (neutréfilos, monocitos, macréfagos y eosindéfilos) que defienden al organismo contra la
agresiéon de agentes extrafios, producen grandes cantidades de radicales libres como parte del
mecanismo que les permite destruir dichos agentes. El dcido desoxirribonucleico (ADN), principal
componente de los cromosomas y depositario de la informacién genética de la célula, también
constituye uno de los mayores blancos de los radicales libres. Las mutaciones resultantes del dafio
producido por estos al ADN podrian conducir, en ultima instancia, a la pérdida del control de la division
celular con la consiguiente formacion de tumores (Poulson y col., 1998 ; Fang y col., 2002).

Existen, ademas, otras patologias en cuya generacién podrian participar efectos de los radicales libres.
Entre ellas se han considerado, por ejemplo, las enfermedades degenerativas del sistema nervioso
(enfermedades de Alzheimer, de Parkinson y de Hodgkin); cataratas; arteriosclerosis; adicciones

(tabaquismo y alcoholismo); el dafio téxico agudo del higado, el proceso de isquemia y reperfusién que



ocurre cuando un tejido sufre una interrupcién transitoria del aporte sanguineo, seguida por su
restauracién parcial o total como es el caso en los infartos del miocardio, en los transplantes de
drganos, cirugia cardiaca, etc.

Hay evidencias experimentales que apoyan la idea de que los antioxidantes exdgenos tienen eficacia
terapéutica. Estudios epidemioldgicos realizados en los EE.UU. indican que la incidencia de ciertas
formas de cancer y de enfermedades cardiovasculares es menor en poblaciones cuyo consumo de
vitaminas C, E y B-caroteno estd por encima del promedio. También se ha determinado que la
administracion de dimetilsulféxido (un antioxidante sintético) y de manitol a pacientes operados
producen un aumento significativo del consumo de oxigeno por los tejidos afectados, gracias a la
propension a atrapar radicales libres que tienen esos compuestos (Haslam, 1996). Se han hecho
estudios acerca de la actividad antioxidante de numerosas plantas usadas ya sea como alimentos, tal
es el caso de frutos (Moyer y col., 2002; Lotito y Frei, 2004) o como medicinas tradicionales (Cai y col.,
2004).

El consumo de alimentos con propiedades antioxidantes origina un incremento del nivel de
compuestos con tales propiedades en el plasma sanguineo. Ello podria explicar la llamada paradoja
francesa, que consiste en la baja incidencia de enfermedades coronarias entre los franceses, a pesar de
su importante consumo de acidos grasos. La posible razén es que los vinos tintos consumidos por los
franceses son ricos en substancias conocidas como polifenoles, de reconocido poder antioxidante. De
la misma manera, en diversos estudios clinicos se han demostrado las propiedades antioxidantes de

algunos aditivos alimenticios de origen vegetal que contienen ginkgo (Ginkgo biloba), ajo (Allium

sativum) y ginseng (Panax ginseng) (Marcocci y col., 1994).

Un grupo de compuestos polifendlicos, los flavonoides, son potentes antioxidantes (in vitro) e incluyen
compuestos como flavonas, isoflavonas, flavononas, catequinas y los pigmentos rojos, azules vy
morados conocidos como antocianinas. Los arandanos, las moras y la grosella son ricas fuentes de
antocianinas y antioxidantes (Wang y col., 1997). Algunos estudios indican el papel terapeutico de los
compuestos fendlicos en la prevencidn del cancer, derrames cerebrales y enfermedades coronarias,
ademds se ha reportado que también muestran propiedades farmacoldgicas como antitumorales,
antivirales, antinflamatorios e hipotensivos. Sarma y col. (1997) demostraron, que las antocianinas

impiden de forma eficiente la oxidacion del acido ascérbico (Sarmay col., 1997).



Los germinados han sido ampliamente usados como “alimentos saludables”, aunado a que son una
buena fuente de nutrimentos basicos, contienen importantes fitoquimicos promotores de salud y que
previenen enfermedades. Durante la germinacién de las semillas, se promueven las respuestas de
defensa a través de la biosintesis de compuestos fendlicos (Randhir y col., 2004).

Recientemente, se ha desarrollado un gran interés para encontrar antioxidantes de origen natural para
su uso en alimentos y reemplazar asi los antioxidantes sintéticos, asi como para usarlos en vivo. Para
evaluar los compuestos con actividad antioxidante, es necesario un método in vitro practico
(Fukumoto y Mazza, 2000).

Los compuestos con actividad antioxidante pueden mostrar comportamientos prooxidantes bajo
ciertas condiciones. La actividad prooxidante puede acelerar el dafio a moléculas tales como el DNA,
los carbohidratos o las proteinas. Los potenciales antioxidantes pueden, por tanto, ser probados como

prooxidantes también (Fukumoto y Mazza, 2000).

2.9. Compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos estan representados en las plantas, por un grupo muy amplio de estructuras
guimicas, mas de 8000, constan de un anillo bencénico que contiene uno o diversos grupos hidroxilo.
Segln su estructura quimica, estos compuestos se pueden subdividir en flavonoides o no flavonoides,
segun sean o no derivados de la estructura basica de floroglucinol, caracterizada por un esqueleto de 2
anillos bencénicos unidas por una cadena de 3 dtomos de carbono ciclada en un heterociclo oxigenado.
Una clasificacion de los compuestos fendlicos fundamentada en su estructura quimica se presenta en
la Figura 5.

Los compuestos fendlicos ademas se clasifican en funcién del nimero de dtomos de carbono de la
cadena alifatica que se encuentra sustituyendo el nudcleo bencénico; asi, podemos encontrar
compuestos de tipo C6-C1, derivados del acido benzoico, como los polimeros del acido galico,
compuestos que en general se encuentran unidos a azucares y constituyen el grupo de los taninos
hidrolizables. De menor significancia son los compuestos de tipo C6-C2, derivados del acido
fenilacético; el grupo de fenoles simples mas extenso es el C6-C3, estos compuestos, junto con los de
tipo C6-C1 y C6-C2, suelen acumularse en estructuras periféricas del vegetal, como las glandulas de

esencias, pues son componentes de los aceites esenciales.



Compuestos no flavonoides

dcidos fendlicos
dcidos benzoicos
icidos cindmicos

estilbenos
resveratrol

Compuestos flavonoides

flavonoles
flavanoles

taninos o proantocianidinas
antocianidinas y antocianos

Figura 5. Clasificacion de los compuestos fendlicos fundamentada en su estructura quimica. (Brouillard y col.,
1978)

La distribucién de polifenoles en las plantas es muy amplia y se han encontrado en mas del 60% de las
especies vegetales donde se ha investigado su presencia.

Los compuestos fendlicos de plantas son producidos por éstas principalmente para protegerse de
factores de estreses bidticos y abidticos tales como la foto oxidacidn, especies reactivas de oxigeno,
heridas, luz ultravioleta, enfermedades y ataques de animales herbivoros. Son metabolitos secundarios
sintetizados principalmente a través de las vias metabdlicas de las pentosas fosfato, shikimato y
fenilpropanoide (Robak y Gryglewski, 1988), se localizan principalmente en el citoplasma, plastidos y
vacuolas de las células (Simon, 1997). La via del acido shiquimico se inicia en los plastos por
condensacién de dos productos fotosintéticos, la eritrosa 4-P con el fosfoenolpiruvato (PEP), y por
diversas modificaciones se obtiene el 4cido shikimico, del cual derivan directamente algunos fenoles en
los vegetales. Pero la via del acido shikimico normalmente prosigue, y la incorporacién de una segunda
molécula de PEP conduce a la formacion de fenilalanina. La via biosintética de los flavonoides comienza
cuando la fenilalanina, por accién de la enzima fenilalanina amonioliasa (PAL) se transforma en 4acido
cindamico, que luego es transformado en acido p-cumarinico por incorporaciéon de un grupo hidroxilo a
nivel de anillo aromatico, y la acciéon de una CoA ligasa lo transforma en cumaril-SCoA, el precursor de
la mayoria de los fenoles de origen vegetal, entre los que se encuentran los flavonoides (Marco, 2006).
La capacidad de los polifenoles vegetales para actuar como antioxidantes en los sistemas bioldgicos fue
ya reconocida en los afios treinta; sin embargo, el mecanismo antioxidante se ignoraba en gran medida
hasta hace poco tiempo. El creciente interés en los flavonoides se debe a la apreciacién de su amplia

actividad farmacolégica. Pueden wunirse a los polimeros bioldgicos, tales como enzimas,


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=V%C3%ADa_del_%C3%A1cido_shik%C3%ADmico&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Plasto
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Fosfoenolpiruvato&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Fenilalanina
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Fenilalanina_amonioliasa&action=edit

transportadores de hormonas, y ADN; quelar iones metadlicos de transicién, tales como Fe2+, Cu2+, Zn2+,
catalizar el transporte de electrones, y depurar radicales libres. Debido a este hecho se han descrito
efectos protectores en patologias tales como diabetes mellitus, cdncer, cardiopatias, infecciones
virales, Ulcera estomacal y duodenal, e inflamaciones. Otras actividades que merecen ser destacadas
son sus acciones antivirales y antialérgicas, asi como sus propiedades antitrombética vy
antiinflamatorias.
Los polifenoles presentan diferentes actividades, los taninos, por ejemplo, confieren a las plantas que
los poseen propiedades astringentes, vasoconstrictoras y antiinflamatorias, pudiéndose utilizar en el
tratamiento de las hemorroides. Las antraquinonas son laxantes, algunas chalconas actuan como
antihelminticos y muchos isoflavonoides, son antibacterianos y antifingicos. Ademas al igual que en las
plantas, en el hombre los polifenoles ingeridos formando parte de alimentos pueden actuar como
antioxidantes y algunos isoflavonoides tienen actividad estrogénica dada su similitud estructural con el
estrogeno de sintesis dietilestilvestrol (Cook y Samman, 1996). Diversos flavonoides han mostrado su
eficiencia para eliminar los procesos de peroxidacion lipidica del dcido linoleico o de los fosfolipidos de
las membranas, la peroxidacién de los glébulos rojos o la autooxidacién de los homogeneizados de
cerebro. Asimismo, se ha comprobado su potente capacidad de inhibir in vitro la oxidacién de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) por los macrdéfagos y reducir la citotoxicidad de las LDL oxidadas.
De hecho, las poblaciones que consumen productos ricos en flavonoides estadisticamente presentan
menores riesgos de afecciones cardiovasculares (Martinez y col., 2002).
Cai y col. 2004 caracterizaron la capacidad antioxidante y los compuestos fendlicos totales de 112
plantas medicinales chinas asociadas con la prevencidn del cancer, ellos encontraron una relacién
lineal positiva entre la actividad antioxidante y la cantidad de compuestos fendlicos totales
demostrando que son estos ultimos los principales responsables de la capacidad antioxidante en estas
plantas. Resultados similares se obtuvieron para germen de trigo, semillas de girasol, papas, cerezas, y
arandanos (Velioglu y col., 1998; Cai y col., 2004).

2.10. Antocianinas
Las antocianinas, pigmentos ampliamente distribuidos en los vegetales, son un grupo de flavonoides
responsables de colores como el azul, el purpura, violeta, magenta, rojo y anaranjado de algunas

plantas (flores, frutas, vegetales y granos) (Delgado y col., 2000; Escribano y col., 2004).



La palabra antocianina se deriva de las palabras griegas anthos y kyanos que significan flor y azul
respectivamente (Badui, 1993).

Las antocianinas se consideran flavonoides por que tienen esqueleto carbonado CgC5Cg caracteristico
(Figura 6). En su forma natural, esta estructura se encuentra esterificada a uno o varios azucares en
cuyo caso se denominan antocianinas simples, si ademas del azucar, en la molécula existe un radical
acilo, entonces se llaman antocianinas aciladas. La estructura basica de las antocianinas es el 2-
fenilbenzopirilo de la sal de flavilio (Figura 7). Las antocianinas existen como glucdsidos de polihidroxi
y/o polimetoxiderivados de la sal, difieren en el nimero de grupos hidroxilo y/o metoxilo presentes,
los tipos, numero y sitios de union de los azucares a la molécula y las clases y nimero de acidos
alifaticos o aromaticos que estdn unidos a los azucares de la molécula (Escribano y col., 2004). Los
azUcares mas comunes son la glucosa, galactosa, arabinosa, xilosa y di y trisacaridos homogéneos o
heterogéneos formados por combinacion de estos azlcares. Los acidos que participan mas
comunmente en la acilacion de estos azucares son el caféico, p-cumarico, sindpico, ferulico, p-
hidroxibenzoico, maldnico, malico, succinico y acético (Jackman y Smith, 1992). La presencia de los
grupos hidroxilo en los anillos asi como de los azucares, hace que estos compuestos sean muy solubles
en agua, etanol y metanol (Escribano y col., 2004).

Cuando se hidroliza y se libera el azucar de una antocianina, la aglicona (el producto no azucar de la
hidrélisis) se conoce con el nombre de antocianidina. Las antocianinas presentes en la naturaleza
contienen diversas antocianidinas, pero en los alimentos ordinariamente solo existen seis
(pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, malvidina y petunidina). Diversos factores como el
cambio de pH, la formacién de complejos metalicos y la copigmentacidn producen cambios en el color

de estos pigmentos (Escribano y col., 2004).
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Estructura CgCsCs bésica

Figura 6. Esqueleto C¢C;C; de los flavonoides.



Derivadas de estas antocianidinas, existen gran cantidad de antocianinas que difieren entre si en la
naturaleza y nimero de azlcares unidas a la aglicona y las posiciéon de las uniones asi como la

naturaleza y nimero de acidos aromaticos unidos a los residuos de azucar.

Figura 7. Estructura del 2-fenilbenzopirilio de la sal de flavilio.

Ya que las antocianidinas son menos solubles en agua que sus correspondientes antocianinas, no se
encuentran libres en la naturaleza, quiza se forman por hidrdlisis durante los procesos de aislamiento.
Se han identificado mas de 250 antocianinas diferentes en el reino vegetal. Las plantas no sélo
contienen mezclas de antocianinas, sino que sus concentraciones varian entre diferentes cultivares y
con la madurez., pueden ir desde unos 20mg/ 100g hasta 600mg/100g.

La degradacidon de antocianinas se produce no sélo durante la extraccién del tejido vegetal, sino
también durante su procesado y almacenamiento.

Los principales factores que gobiernan la degradacion de las antocianinas son el pH, la temperaturay la
concentracion de oxigeno, en menor impacto, la presencia de enzimas degradativas, acido ascérbico,
didxido de azufre, iones metalicos y azucares (Escribano y col., 2004).

Las velocidades de degradacion varian entre las antocianinas debido a sus muy diversas estructuras.
Las antocianinas son relativamente inestables, pueden sufrir reacciones que alteran sus estructuras a
través de la acciéon de diversos agentes debido a la deficiencia electrdonica del nucleo flavilio. La
estabilidad de las antocianinas se incrementa con el nimero de metoxilos en el anillo B y disminuye al
aumentar los grupos hidroxilo, esto es, entre las antocianidinas mds comunes, la mas estable es la
malvidina, seguida por peonidina, petunidina, cianidina y delfinidina (Escribano y col., 2004). El color
de los alimentos que contienen antocianinas ricas en las agliconas pelargonidina, cianidina o delfinidina
es menos estable que el de los alimentos que contienen antocianinas ricas en las agliconas petunidina

y malvidina. La mayor estabilidad de este Ultimo grupo se debe a que los grupos hidroxilo inactivos



estdn bloqueados. Se deduce por tanto, que el aumento de la glicosidacion, como en los
monoglucdsidos y los diglucésidos aumentan la estabilidad. También se ha observado, aunque no se
entiende totalmente por qué, que el tipo de azicar influye sobre la estabilidad. Las antocianinas de
arandanos que contienen galactosa son mas estables durante el almacenamiento que aquellas que
contienen arabinosa. Las antocianinas alcanzan su mayor estabilidad en condiciones acidas. En las
soluciones acuosas e incluso en los alimentos, las antocianinas pueden existir en 4 formas
estructurales, dependiendo del pH: la base quinoidal azul, el catiéon flavinilo rojo, la base
pseudocarbinol incolora y la chalcona incolora (Lapidot y col.,1999). Las formas predominantes a cada
pH en un intervalo de 0-6, cambian de acuerdo al tipo de antocianina. Con pH 4cido, las antocianinas
son muy estables pero la estabilidad se reduce cuando el pH se aproxima a la neutralidad, llegando a
destruirse completamente cuando el pH es superior a 7, sin embargo, las antocianinas de tipo acilado
son mas estables y conservan su color aun en pH alcalino. La velocidad de degradacion de las
antocianinas se incrementa al aumentar la temperatura y el dafio se acelera en valores altos de pH y/o
por exposicién a la luz. Por otro lado, se sabe que el color de cada antocianina depende del nimero y
orientacién de los grupos hidroxilos y metoxilos. Un incremento en la hidroxilacién produce un color
azul, mientras un incremento en la metoxilacidon produce un color rojo (Escribano y col., 2004).

Gran parte de los estudios que existen sobre la estabilidad de las antocianinas se han desarrollado
evaluando el comportamiento de estos pigmentos con pH dacido, que son los que comiUnmente se
presentan en los alimentos factibles de tefiir con estos compuestos (Sarni y col., 1996) Fossen vy col.
(2001) evaluaron la estabilidad de la cianidina 3-glucésido y la petanina, que es una antocianina
diglucdsido con un radical acilo en su estructura, en un intervalo de pH entre 1y 9, destacando que Ila
petanina es estable con pH ligeramente alcalino (8 a 9), en tanto que la cianidina 3-glucésido, que es
una antocianina simple monoglucésido, se modifica con pH mayor de 5 (Fossen y col., 2001).

La estabilidad de las antocianinas en los alimentos se ve notablemente afectada por la temperatura. En
las velocidades de degradacion influyen la presencia o ausencia de oxigeno, el pH y la conformacion
estructural. En general, las caracteristicas estructurales que llevan a un aumento de la estabilidad del
pH, también llevan a la estabilidad térmica. Las antocianidinas altamente hidrolizadas son mas estables

gue las metiladas, glicosiladas y acetiladas.



La mayor estabilidad que muestran las antocianinas aciladas a cambios de pH y temperatura se
considera que se debe a que los radicales acilo interactian con los nucleos de flavilio y logran asi dar
mayor estabilidad a la copigmentacién intramolecular, ademas de prevenir la reaccion de hidratacién
del C2 de la molécula (Salinas y col., 2005).

Se sabe que las antocianinas tienen diversas funciones, en el caso de las flores por ejemplo, sirven
como atrayentes de insectos polinizadores (Stintzing y Carle, 2004) ademas aparentemente actlan
como defensa de las plantas contra algunos patégenos, proteccidn contra la luz ultravioleta o intensa
luz blanca, etc. (Gould, 2004; Hoch y col., 2001).

Algunos estudios han mostrado influencias positivas de las antocianinas sobre la salud, entre otras:
propiedades anti inflamatorias, su capacidad de proteger a los vasos sanguineos del dafio oxidativo
derivado de los altos niveles de azucar (diabetes); en el laboratorio, se ha demostrado que inhiben el
crecimiento de células tumorales humanas; los arandanos, alimento rico en antocianinas que se usan
tradicionalmente para tratar Ulceras, se ha observado que incrementan la produccion de moco
estomacal protegiéndolo de dafos; en otro estudio, se observd en un grupo de 10 hombres que
consumieron 1200 mg de antocianinas, un aumento en la secrecién de jugos y mucus gastricos
mientras que la produccion de acido permanecid constante. A pesar de estos hechos, el estudio de las
antocianinas ha recibido menos atencidn que otros flavonoides, ademas, el consumo de antocianinas
es relativamente bajo, por ello ciertos autores mencionan, que cuando se conozcan los beneficios del
poder antioxidante de estos compuestos, se consumiran en mayores cantidades mejorando la
alimentacion y la salud humana (Sterling, 2000; Sterling, 2001).

Numerosos estudios han demostrado una relacién positiva entre la cantidad de pigmentos y la
capacidad antioxidante de frutas y vegetales como bayas de sauco (Abuja y col., 1998), té (Cao y col.,

1996), ardndanos (Prior y col., 1998; Moyer y col., 2002) y zarzamoras (Stintzing y col., 2002)

2.11. Actividad antioxidante de las antocianinas.
Estudios realizados con compuestos polifendlicos y especialmente los flavonoides demuestran su
capacidad antioxidante y su significativa contribucién en la dieta, asi como su efecto en la prevencion
de diversas enfermedades tales como: enfermedades cardiovasculares, cancerigenas y enfermedades

neuroldgicas (Harborne y Williams, 2000; Lapidot y col., 1999). Los polifenoles son efectivos donadores



de hidrégeno, particularmente los flavonoides. Su potencial antioxidante es dependiente del nimero y
de la posicién de los grupos hidroxilos y su conjugacion, asi como de la presencia de electrones
donadores en el anillo estructural (Miller y Rice, 1997), debido a la capacidad que posee el grupo
aromatico de soportar el desapareamiento de electrones por desplazamiento del sistema de
electrones-n. Las antocianinas, tienen una estructura quimica adecuada para actuar como
antioxidantes, pueden donar hidrégenos, o electrones a los radicales libres o bien atraparlos vy
desplazados en su estructura aromatica (Wang y col., 1997). Una actividad antioxidante éptima se
relaciona con la presencia de grupos hidroxilos en las posiciones 3" y 4" del anillo B, los cuales confieren
una elevada estabilidad al radical formado (Harborne y Williams, 2000). Los grupos hidroxilos libres en
las posicién 3 del anillo Cy en la posicién 5 del anillo A, junto con el grupo carbonilo en la posicién 4
son donadores de electrones (Rice-Evansy col., 1996).

Generalmente para grupos de compuestos con estructuras similares todos los métodos siguen las
mismas tendencias en cuanto a su actividad antioxidante. Para los derivados del acido benzoico o
cindmico, un incremento en el numero de grupos hidroxilo promueve una mayor actividad
antioxidante. Compuestos con tres grupos hidroxilo sobre el anillo fendlico o acidos fendlicos o el anillo
B de los flavonoides tienen alta actividad antioxidante. La pérdida de un grupo hidroxilo disminuye la
actividad ligeramente, mientras que la pérdida de dos la disminuye significativamente. Dziedzic y
Hudson (1983) reportan que se requieren al menos dos grupos hidroxilo para tener actividad
antioxidante. Pratt y Hudson (1990) observaron que la posicién y el grado de hidroxilacién de los
flavonoides, especialmente del anillo B juegan un papel muy importante en la actividad antioxidante
de todos los flavonoides, con las configuraciones 3°,4’-dihidroxi teniendo actividad antioxidante.
Dziedzic y Hudson (1983) encontraron que el impedimento estérico de los grupos hidroxilo tales como
la adicion de grupos metoxilo pueden mejorar la actividad. Tsuda y col. (1994) encontraron que la
cianidina tiene mayor actividad antioxidante que la cianidina 3-glucésido en sistemas de acido
linoleico, membranas de eritrocitos de raton y células de higado de rata. Pratt y Hudson (1990)
observaron que los 3-glicdsidos de flavonoides pueden poseer la misma o algunas veces menor
actividad que sus correspondientes agliconas. Wang y col. (1997) examinaron la actividad antioxidante
de varias antocianidinas/antocianinas usando el ensayo de ORAC, no encontrando tendencias

consistentes entre la actividad y la glicosilacion para estos compuestos. La estabilidad de las



antocianidinas/antocianinas es fuertemente afectada por el pH, la temperatura y las diferentes
condiciones utilizadas en cada prueba. Muchos de los flavonoides incluyendo algunas antocianinas y
antocianidinas tienen actividad antioxidante similar a las de los antioxidantes sintéticos. (Fukumoto y
Mazza, 2000) Se considera que las antocianinas son pigmentos fisioldgicamente activos y/o
promotores de la salud debido a su papel en la prevencion del riesgo de padecer enfermedades
cronicas lo cual ha sido documentado. Los flavonoides y compuestos fendlicos estdn inversamente
asociados con el riego de padecer enfermedades coronarias-cardiacas, la oxidacidn de lipoproteinas de
baja densidad (LDL) y liposomas, asi como cdncer. Se ha encontrado ademas que las antocianinas
también inhiben la oxidacién de las LDL y liposomas y previenen al riesgo de varias enfermedades

cronicas (Abdel-Aal y Hucl, 2003).

2.12. Antocianinas como colorantes.
Actualmente el uso de colorantes sintéticos en alimentos ha sido severamente cuestionado en los
paises desarrollados, ya que algunos reportes indican que el consumo indiscriminado de estos
pigmentos esta ligado con el desarrollo de enfermedades degenerativas como algunos tipos de cancer.
De los colorantes que han sido prohibidos destacan los rojos, por lo que las antocianinas son una
alternativa importante para sustituirlos. Las restricciones en el uso de colorantes sintéticos en
alimentos ha conducido al interés en el uso potencial de antocianinas como un colorante alimenticio
en bebidas, jarabes, jugos de frutas, gelatinas, mermeladas, helados, dulces de pasta y yogures, asi
como en pasta dental, farmacéuticos, cosméticos y productos similares (Clydesdale y Francis, 1976).
Su incorporacion en alimentos tiene la ventaja no sélo de impartir color, sino que por las propiedades
antioxidantes que las antocianinas poseen, se pueden considerar como alimentos funcionales. La
utilizacion de estos compuestos como pigmentos en alimentos ha estado limitada por su
susceptibilidad, entre otros factores, al pH y a la temperatura. El descubrimiento de las antocianinas de
tipo acilado, que son mas estables a cambios de temperatura y pH que las no aciladas, ha venido a
reactivar nuevamente la busqueda de fuentes naturales de estos compuestos para su uso como
pigmentos en alimentos (Salinas y col., 2005). La piel de las uvas y la col roja son las dos Unicas fuentes
concentradas de colorantes de antocianinas. Debido a la estructura de los granos y sus multiples usos

en alimentos e industrias no alimentarias, los cereales azules son una promesa para la produccion de



alimentos pigmentados naturalmente, alimentos funcionales, colorantes naturales, nutraceticos y
sustancias de uso farmacéutico. Por ejemplo, el maiz azul y purpura es usado para la produccién de
tortillas azules coloreadas naturalmente (Abdel-Aal y Hucl, 2003). Las antocinanias de maiz purpura
(Zea_mays) tienen una larga historia como agentes colorantes. Aparentemente ya eran usados por la
antigua civilizacion Inca (Pascual-Teresa y Rivas, 2002; Cevallos y Cisneros, 2003). En Peru, la gente
consume una bebida elaborada con maiz purpura llamada “chicha morada” la cual ha sido usada de
manera tradicional por sus beneficios para la salud. Se ha demostrado que el consumo de maiz purpura
inhibe la carcinogénesis colorectal en ratas y se asocia la bioactividad de este cultivo a las antocianinas
y otros compuestos fendlicos presentes (Cevallos y Cisneros, 2003). Actualmente existen varias
patentes que describen preparaciones y los procesos para su utilizacion como colorantes y aunque se
han dado avances significativos en el estudio de la regulacién genética de la biosintesis de

antocianinas, la exacta composicion del pigmento no ha sido esclarecida (Pascual-Teresa y Rivas, 2002).

2.13. Antocianinas de maiz.

Las antocianinas son la principal clase de flavonoides que presentan coloraciones brillantes que van del
azul al anaranjado. En maiz se ha reportado la presencia tanto de antocianinas no-aciladas, como
aciladas abundando las de tipo acilado.

En el maiz, pueden formarse dos clases de antocianinas principalmente y su produccion esta regulada
por varios genes independientes. Las 3-hidroxiantocianinas pueden ser formadas en casi todos los
tejidos de la planta de maiz, mientras que la formacion de 3-desoxiantocianinas esta restringida al
pericarpio y los estambres de las flores (Halbwirth y col., 2003). La genética de la pigmentacién por
antocianinas de las flores del maiz, ha sido estudiada por numerosos autores (Fossen y col., 2001).

Se ha reportado la presencia de cianidina 3-glucésido en la testa de las semillas, mazorcas, hojas y en
general a través de las plantas. Lawanson y Osude reportaron cianidina 3-galactosido asi como su
analogo 3-glucdsido, acompanados de pelargonidina 3-glucdsido en heridas de plantulas. Se ha
detectado cianidina 3- galactésido acilada con acido p-cumadrico en semillas de maiz peruano oscuro y
junto con cianidina 3-glucdsido, aglicona libre y cianidina en hojas de maiz hibrido (Baraud y col.,
1974). En mazorcas de maiz morado Boliviano, se encontraron cantidades pequefias de pelargonidina

3-glucdsido y peonidina 3-glucésido (Nakataniy col., 1979).



Existe una serie de genes que controlan la produccién de antocianinas y pigmentos relacionados en la
capa aleurona, pericarpio y tejidos de la planta de maiz. Los granos pueden ser de distintos colores
dentro de la espiga o dar granos variegados. Se ha observado que la sintesis de antocianinas en el maiz,
es afectada por factores ambientales estresantes como las bajas temperaturas y la luz (Taylor y Brigs,
1990; Singh y col., 1999).

México cuenta con una gran cantidad de variedades de maiz que presentan granos de colores
morados, azules, rojos y guindas. En estos ultimos el pigmento se localiza tanto en el pericarpio, como
en la capa de aleurona y el contenido de antocianinas en el grano llega a ser de hasta 1151 mg/kg de
muestra. En los granos de color guinda, la concentracion de antocianinas en el pericarpio alcanza
valores de hasta 1.5 %, por lo que representan una fuente importante de pigmentos naturales con
colores rojos (Salinas y col., 2003). En estudios realizados por Salinas y col. (2003), se analizaron 13
tipos de maiz pigmentado, encontrandose que la ubicacidn del pigmento en los maices azules es en la
capa de aleurona esencialmente, lo cual tiene relevancia ya que durante el proceso de nixtamalizacidn
hay destruccién de antocianinas, siendo mayor en los maices con pigmento en el pericarpio. Ademas
observaron que en los maices de grano azul la nixtamalizacién provoca oscurecimiento de la harina, en
tanto que en los de grano rojo este proceso no tiene efecto sobre su color. Por otra parte el proceso de
nixtamalizacion modifica el patrén de antocianinas, incrementando el porcentaje relativo de la
antocianina 3 glucdsido en maices de grano azul. En dicho estudio se hace referencia a que en muchos
trabajos con respecto a la estabilidad de las antocianinas, se ha evaluado la estabilidad de estas en pH
acido pues los alimentos que son factibles de ser tefidos con estos pigmentos presentan esta
caracteristica. Por otra parte, se cita a Fossen y col. (1998) quienes evaluaron la estabilidad de la
cianidina 3-glucésido y la petanina que es una antocianina diglucésido con un radical acilo en su
estructura, en un intervalo de pH entre 1y 9, destacando que la petanina es estable en pH alcalino (8-
9) mientras que la cianidina 3-glucdsido, que es una antocianina simple monoglucésido, se modifica
con pH mayor a 5. Broulliard y col. (1982), reportan que con pH alcalino, el anillo de piridio de la
antocianina se rompe y el color azul desaparece para dar paso a una coloracién amarillo palida, que es
representativa de la chalcona ionizada. Esta etapa no es muy estable y el color amarillo desaparece
mas o menos rapido dependiendo del pH. Una vez que se alcanza este estado, aun cuando se

acidifique el medio, ya no es posible regenerar la estructura de la antocianina, y entonces se puede



decir que el pigmento se ha destruido. En cuanto a las antocianinas aciladas, se menciona (Salinas y
col., 2003) que el enlace éster que une al radical acilo con el glucdsido en este tipo de antocianinas es
inestable a pH alcalino, por lo que posiblemente se rompe, liberando el radical acilo en forma del anién
del acido carboxilico derivado y quedando Unicamente la antocianina simple. Por otro lado, en maiz
azul se han observado incrementos en la proporciéon de cianidina 3-glucésido en la harina de maiz
nixtamalizado con respecto a determinaciones previas a dicho proceso. Este incremento lo relacionan a
la posible degradacién de antocianinas de tipo acilado como las reportadas por Pascual-Teresa y Rivas,
2002, cianidina-3-(6""-malonilglucésido) y cianidina-3-dimalonilglucésido, ambas derivadas de la
cianidina y posiblemente el enlace éster con el que estd unido el radical malonil al azicar sea
sumamente inestable a las condiciones de temperatura y pH que se dan durante el proceso de
nixtamalizacién, y sean degradadas a cianidina 3-glucésido.

De Pascual-Teresa y Rivas en 2002, encontraron que el contenido de cierto polvo obtenido a partir de
maiz purpura contenia 34g de antocianinas por cada 100 g de polvo, esto expresado como cianidina-3-
monoglucdsido; ademas al hidrolizar dicho polvo con 4acido, obtuvieron tres agliconas de antocianinas:
cianidina, pelargonidina y peonidina; por medio de HPLC acoplada a espectrofotometria de masas,
identificaron: cianidina-3-glucésido, pelargonidina-3-glucésido y peonidina-3-glucésido ademas de
cianidina-3-(6""-malonilglucésido), pelargonidina-3-(6""-malonilglucdsido) y peonidina-3-(6""-

malonilglucésido) en menor proporcion.

2.14. Color en los alimentos.
La luz visible constituye sélo una pequefia parte del espectro electromagnético y se extiende
aproximadamente entre los 380 y los 760 nm. En esta pequefia franja de energia estad concentrado
todo el universo observable por el ser humano; el mundo de la apariencia. Este abarca los aspectos de
la experiencia visual por la cual pueden ser reconocidas todas las cosas. De los aspectos que
comprende pueden identificarse: el brillo, lustre, turbidez, bruma, diferenciacién de imagenes,
reflexion, textura y otros atributos que juegan un papel importante en el juicio de los alimentos; pero
ninguno tanto como el color (Manresa y Vicente, 2007) que es la propiedad éptica mas importante
(Calvo y Durdan, 1997). El color, en el ambito de la fisica dptica es un haz de radiaciones luminosas con

una determinada distribucion espectral. La capacidad de un material de alterar la distribucion espectral



de la luz, depende de su composicién quimica y de su estructura. Ya en el siglo XIX se encontré que
algunas moléculas orgdnicas tenian grupos croméforos, es decir, estructuras atdmicas que mostraban
su capacidad de transformar la calidad espectral de la luz. Pigmentos naturales como la clorofila o la
hemoglobina, son ejemplos de este tipo de moléculas. El color de un material que contenga estas
moléculas dependera también fuertemente de la estructura, generalmente compleja en el caso de los

alimentos (Calvo y Duran, 1997).

Los consumidores manifiestan una fuerte preferencia por aquellos productos de apariencia atractiva y
por supuesto, aquellos que “parecen mejores” son escogidos primero. De hecho, la apariencia y dentro
de ella el atributo “color” es econdmicamente tan importante que ha dado origen a una ciencia y a
toda una linea de equipamientos para lograr hacer mediciones objetivas pasando por los estudios y
metodologias destinados a entrenar al mejor sensor: el ser humano (Manresa y Vicente, 2007).

En la industria de alimentos en particular, el color juega un importante papel en el proceso de
aseguramiento de la calidad, es decir, es una caracteristica del alimento que influye en la aceptacién
del mismo por el consumidor y le permite a éste establecer diferencias entre distintos productos que
se presenten a su consideracién. De mayor importancia tecnoldgica es la relacién que existe entre el
color y otros factores de calidad o entre aquél y la composicién quimica o el grado de desarrollo o de
alteracion. La importancia tecnolégica de estas relaciones, reside en la posibilidad de utilizar el color
como indice de transformaciones naturales de los alimentos frescos o de cambios ocurridos en el
proceso industrial (Calvo y Duran, 1997). Asi, existen especificaciones internacionales para el extracto
de tomate vy el jugo de naranja, los cuales deben cumplirse para alcanzar los mejores precios. El color
define cuando se ha terminado el proceso del tostado del café y a su vez, esta estrechamente
relacionado con la calidad de la infusién. Lo mismo ocurre en la produccién de chocolate, la
maduracién de los frutos, el tiempo de horneado del pan, entre otros (Manresa y Vicente, 2007).

En ocasiones se recurre a la adicién de un colorante para aumentar o conferir un aspecto mas
apetitoso, para semejar el producto al vegetal en su estado natural o para darle la apariencia
reconocida por el consumidor a través de la experiencia. Esta practica ha sido fuertemente criticada
cuando se emplean colorantes artificiales cuya accién en el organismo no ha sido bien establecida o

son definitivamente dafiinos (Manresa y Vicente, 2007).



Un color puede ser descrito subjetivamente por la experiencia del observador u objetivamente, de
acuerdo a su longitud de onda. Asi, la luz roja tiene una longitud de onda (A) de alrededor de 680 nm;
el color anaranjado de unos 590; la amarilla alrededor de 575; verde 520; azul 480 y violeta 450; todas
ellas comprendidas en la llamada luz blanca tal como fue demostrado por Newton al hacerla pasar a
través de un prisma. Sin embargo, el término “luz blanca” tiene connotaciones diferentes. No es lo
mismo leer esta pagina con un bombillo fluorescente, uno incandescente, la luz diurna al amanecer, al
mediodia o en un atardecer neblinoso. Todas ellas contienen los diferentes colores del espectro pero
en distinta proporcidn. La fluorescente tiene mas azul y la incandescente mas rojo y amarillo por tanto,
al momento de describir el iluminante es conveniente hacerlo en términos de su longitud de onda. Esto
puede hacerse midiendo la energia relativa emitida por la fuente de luz a todas las longitudes de onda
del espectro visible y graficando los resultados (Manresa y Vicente, 2007).

Puesto que el color observado no es mas que la luz reflejada es evidente que mientras mas rojo incida
en un producto que es de manera natural rojo como el jugo de tomate, mas luz roja reflejard y el
producto se vera mejor por parte del consumidor. Este aspecto adquiere importancia no sélo desde el
punto de vista comercial, sino al especificar el color de un producto en una norma de calidad. Por esta
razon la Comision Internacional de la lluminacion (CIE, Commission Internationale |’Eclairage) ha
definido los iluminantes CIE A, B, C y mas recientemente los de las series D y F. Estos iluminantes
responden a la necesidad de simular instrumentalmente y de manera normalizada, las condiciones
naturales bajo las cuales se observa el color (Manresa y Vicente, 2007; Calvo y Duran, 1997).

En la Tabla 3 se muestran caracteristicas de algunos iluminantes:

Tabla 3. Diferentes iluminantes definidos por la CIE.

lluminante Simula a: Temperatura de color (K)
A Lampara de filamento incandescente 2854
B Luz del medio dia 4870
C Luz diurna promedio 6750
Dgs Luz natural del dia (lluminante C+UV) 6500
F, Lampara fluorescente blanca 4200
F; Lampara fluorescente luz del dia. 6500

Manresa y Vicente, 2007.

Cada iluminante, por supuesto, tendra un comportamiento diferencial en cuanto a la emisién de
energia a lo largo del espectro de luz visible. Los iluminantes de la serie D son los mas representativos

de la distribucion espectral de la luz blanca y son los mas utilizados en la actualidad, aunque por lo



extendido de su uso a lo largo de 30 afios, el iluminante C continda siendo un estandar de comparacion
(Manresa y Vicente, 2007).
Los iluminantes de la serie F son ldmparas fluorescentes con diferente distribucion de energia
espectral. Estos iluminantes simulan las [dmparas fluorescentes que se utilizan por lo general en los
comercios y en el hogar (Manresa y Vicente, 2007).
En los alimentos el factor mas importante que influye en la reflexion de la luz es la difusidn debido a las
caracteristicas fisicas de la superficie. De forma general puede afirmarse que la reflexion especular
ocurre en un angulo de 90° con respecto a la luz incidente y es la responsable principal del brillo del
material; mientras la reflexidon difusa ocurre a un dngulo de 45° y es la principal responsable del color.
Estas particularidades son sumamente necesarias al momento de efectuar mediciones con iluminante
especificos pues, del dngulo de incidencia de la luz en la muestra y la posiciéon de ésta con respecto al
sensor (ya sea objetivo o subjetivo), dependera el atributo medido (Manresa y Vicente, 2007).
Se han definido como aspectos importantes a tener en cuenta a la hora de evaluar un color:
1. El tipo de iluminante empleado.
2. El dngulo de iluminacién y de visién. (Manresa y Vicente, 2007)
3. Unidades matematicas apropiadas
Cuando se quiere imitar la luz blanca, llamando asi a la luz diurna procedente del norte, se usa el
iluminante C, con una temperatura de color de 6750 K, este iluminante ha sido el mas utilizado hasta
ahora en especificacidon y medida de parametros de color.
Para la realizacion de las observaciones, la CIE situa al observador a 45.7 cm de distancia de la muestra
y un angulo de visién de 10°.
Sistema CIE. Mezclando cantidades apropiadas de tres estimulos fundamentales, se puede obtener un
gran numero de colores. Siendo P el color problema y R, G y B los estimulos primarios: rojo, verde y
azul, la igualacion del color se consigue de acuerdo con:

P=R+G+B
Pero hay casos en que la igualacidon solo se consigue en términos de:

P+R=G+B
0, lo que seria lo mismo:

P=G+B-R



Como no es légico que un componente primario tenga valores negativos, se idearon los colores
primarios ideales X, Y y Z que se deducen matematicamente de los colores primarios reales R, Gy B. La
CIE, llama valores triestimulo a las cantidades de cada primario ideal necesarios para igualar a un color
problema.

De los tres valores triestimulo Y fue elegido por la CIE de tal manera que corresponde exactamente con
la curva de visibilidad del ojo humano. De esta forma, los valores de Y dan directamente la claridad.
Para evaluar la cromaticidad se definen las llamadas coordenadas de cromaticidad: x,y,z; las cuales se
obtienen al expresar los valores triestimulo (X, Y , Z) como fracciones de su suma total.

Matematicamente se expresan como:

X Y z
X= y= 7=
X+Y+Z X+Y+Z X+Y+Z

En la practica basta calcular dos de ellos ya que el tercero se deduce de la ecuacién:
x+y+z=1
La representaciéon de los colores espectrales en términos de x, y, da lugar al grafico en forma de

herradura denominado diagrama de cromaticidad, tal como se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Diagrama de cromaticidad para el iluminante C (Manresa y Vicente, 2007)



Los valores de x, y de un color llevados al diagrama nos dan su cromaticidad, o sea su longitud de onda
predominante y su pureza. La longitud de onda predominante es una magnitud psicofisica que se
corresponde con la percepcidn sensorial del tono.

En el caso de que el punto que define el color esté situado en la zona de los colores llamados
“parpura” (purpura, malva, lila, magenta, etc.), o sea el tridngulo 400nm-700nm, su espectro de
reflexion presenta mdaximos en la zona de los azules y de los rojos, y un minimo en la zona de los
verdes. Estos colores no existen como luces monocromaticas seleccionadas del espectro visible sino
gue se obtienen por mezcla aditiva de radiaciones de los extremos del espectro visible. Son colores
reales pero no espectrales en contraposicién con los colores azules, verdes y rojos que son colores
reales y espectrales.

Sistema Hunter. Paralelamente al desarrollo de los colorimetros triestimulo, se desarrollé el sistema L,
a, b de Hunter. Con estas nuevas coordenadas se define un espacio cartesiano en el que L corresponde
a la claridad y a y b a la cromaticidad. Concretamente a define el componente rojo-verde; rojo para
valores positivos y verde para valores negativos. El parametro b define el componente amarillo-azul;
amarillo para los valores positivos y azul para los valores negativos.

Sistema CIELAB. En el afio de 1971 la CIE propuso un nuevo espacio cromatico por transformaciones
no lineales del sistema CIE 1931 al que se denomina CIELAB. En este nuevo sistema, se define un
espacio en coordenadas rectangulares (L*, a*, b*) junto con otro en coordenadas cilindricas (L*, H*,
C*).

La equivalencia entre las coordenadas CIELAB y CIEXYZ es la siguiente:

Donde X, Y, Z son los valores triestimulos de la muestra y X,, Y, Z, los del punto acromatico

correspondiente a al iluminante empleado.



Un color blanco de referencia, para el que Y =Y, tiene por tanto un valor L* = 100 y un negro perfecto,
para el que Y =Y/Y, =0, tiene un valor de L* = 0.
Un gris que para el ojo parece estar a mitad entre el negro y el blanco tiene un valor L* cercano a 50.
L* es 0 para un absorbente perfecto mientras que es 100 para un difusor perfecto.
Con L* fijado, el color se puede representar con las coordenadas rectangulares a* y b*. Pero, ademas
también se puede hacer con las coordenadas polares C* y H*, definidas asi:

C* = (a*z + b*2)1/2

H = arctan (b* / a*)
Los valores de C* y H se corresponden respectivamente con croma (chroma) y tono o matiz (hue).
El valor de H* es el dngulo del tono, y se expresa en grados que van de 0° (inclusive) a 360° (excluido).

Los tonos correspondientes a los distintos angulos de matiz o tono son aproximadamente:

En general (Figura 9):

L*C*h*

Es una representacion mas intutitiva
del color CIELAB

L* = Luminosidad
De 0 a 100
C*=Croma (Saturacion)
De 0 a 100
Tono (H*%) H*=Tono (Hue)

‘ .

Figura 9. Diagrama representativo del sistema cilindrico CIELCH

Tono (H*): matiz, tinte, color, “HUE”: Caracterizado por la longitud de onda de la radiacién. Es lo que

hace diferente un color de otro, por ejemplo, rojo, verde, etc.



Luminosidad (L*): Brillantez, brillo, “VALUE”: Dado por el contenido total de energia. Da lugar a los

Croma (C*): Saturacion, intensidad, pureza, “CHROMA”: Define la intensidad o pureza espectral del

colores claros y oscuros.

color que va de los tonos grises, palidos, apagados a los mas fuertes y vivos.

Otro aspecto sobre el que se ha trabajado intensamente es en el de especificar la diferencia de color
entre dos muestras por medio de un solo nimero. Seria deseable que, conocidas las condiciones de
observacion y los valores triestimulo de dos estimulos de color, pudiésemos obtener un nimero (AE)
gue fuese “representativo” de la diferencia de color percibida entre dichos estimulos (AV).

Desde la perspectiva actual, el principal mérito de una formula de diferencia de color radica en que los
valores de AE que suministra estén altamente correlacionados con las diferencias de color visualmente
percibidas AV (Melgosa, 2001).

La mayoria de las formulas de diferencia de color modernas parten, mas que de los valores triestimulo
de las muestras, de sus correspondientes coordenadas en el sistema CIELAB, o de su correspondiente
sistema CIELCH.

Actualmente el cdlculo de diferencias de color interesa, y se realiza de hecho, en muy diversas
aplicaciones de la Colorimetria. Asi, por ejemplo, cuando se habla de la degradacidon del color en
alimentos (Melgosa, 2001).

Las diferencias umbrales constituyen el limite perceptivo inferior, y son de indudable interés cientifico
(por ejemplo, para estimar cual seria el maximo niumero de colores discernibles por el ojo humano). No
obstante, en numerosas situaciones practicas, y en particular en la industria, se trabaja también con
diferencias de color de tamafio superior al umbral. Pasamos asi de los umbrales o diferencias de color
justamente perceptibles a diferencias de color de mayor tamafio, denominadas diferencias aceptables
o tolerancias de color

Podria decirse que una diferencia de color entre 0.38 y 0.73 unidades CIELAB es una diferencia de color

aproximadamente umbral o apenas perceptible, y calificar como supraumbral una diferencia de color



en torno a 1.75 unidades CIELAB. Por encima de 5.0 unidades CIELAB podriamos ya hablar de “grandes
diferencias de color” (Melgosa, 2001).

Conociendo los valores XYZ y CIELAB para dos muestras dadas se puede determinarla diferencia entre
ambas y conocer cudn grande o pequeiia es esa diferencia para un atributo en particular.

El sistema Hunter Lab es el primero que utiliza el espacio euclidiano para determinar la diferencia de
color total entre dos muestras. En la actualidad el sistema de color L*a*b* se usa con mucha
frecuencia en el control de la calidad del color. Sin embargo, el grado de diferencia del color (AE*) en

este sistema, no siempre responde al grado de diferencia de color percibida por los humanos.

AE = J(AL*} +(Aa*) + (Ab*Y

Por ejemplo, para un color con baja cromaticidad el AE* calculado es, generalmente, menor que la
diferencia de color percibida por los humanos.

Las mayores diferencias se detectan en el tono y la saturacion. El ojo humano detecta primero las
diferencias de tono, luego las de saturacién y por ultimo las de claridad. Por tanto, el hombre acepta

por lo general cambios mas grandes en L que en C (matiz y saturacién) (Melgosa, 2001).

2.15.Analisis de imagen.
Desde el descubrimiento del microscopio de luz, se han examinado pequefias cantidades de material
biolégico como partes de animales, plantas o minerales, ademas se ha usado para detectar la
alteracion de alimentos. Es de interés el hecho de que el uso del microscopio se usara con mayor
frecuencia en la antigliedad que en tiempos modernos; a partir de la combinacidn de los microscopios
con equipo y programas computacionales, la microscopia y el andlisis de las imagenes obtenidas ha
resurgido de forma importante aportando datos y metodologias innovadoras a las ciencias de los
alimentos. El andlisis de una imagen comienza cuando dicha imagen es obtenida, dependiendo del
equipo, la informacién puede ser digital o andloga, los sistemas modernos de andlisis, comienzan con la
conversion de la informacion de una sefial analoga a una digital, el resultado es un juego de pixeles. Los
instrumentos usados para capturar imagenes pueden ser camaras, escaneres, etc. Las camaras de color

son usadas en areas de microscopia en la cual el color es un elemento de importante consideracién.



Las preparaciones microscopicas, transparencias, negativos, o geles, son puestas en placas y
escaneadas empleando sensores para crear una imagen digital.

Atributos externos como tamafio, forma, color, superficie y textura pueden ser evaluados por medios
ordinarios tales como una camara, estas son frecuentemente empleadas por los sistemas de
procesamiento de imagen, pueden convertir luz en cargas eléctricas y crear imagenes de alta calidad,
poco ruido, con muchos pixeles y excelente sensibilidad a la luz, con lo cual se logra una nula o minima
distorsién geométrica. La iluminacién es un importante requisito de la adquisicién de la imagen. La
calidad de la imagen capturada puede ser significativamente afectada por la iluminacién. Una alta
calidad de imagen puede ayudar a reducir el tiempo y complejidad del subsecuente procesamiento de
imagen lo cual puede disminuir el costo de un sistema de procesamiento de imagen. La imagen digital
puede ser de color o monocromatica, refiriéndose esta ultima como una imagen de escala de grises.

La base para el analisis de imagenes es convertirla a pixeles con niveles de grises dentro de las
evaluaciones numéricas pueden ser aplicados distintos algoritmos y estos niveles de grises pueden ser
influenciadas por las caracteristicas fisicas de los objetos y la orientaciéon de la fuente de luz. La
iluminacién puede producir sombras dentro del proceso de andlisis de imagen, debido a esto el primer
paso antes del proceso es la aplicacién de uno o varios filtros para remover ruidos no deseados.
Después de la digitalizacion y consecuente filtraciédn de la imagen, sigue en algunos casos la
binarizacién donde el nivel original de grises es cambiado por colores continuos o imagenes en blanco
y negro asignando a cada pixel un valor. Una vez binarizadas las imagenes pueden ser segmentadas en
estructuras medibles sobre la base del color, como brillo, discontinuidad de bordes temperatura o
alguna otra propiedad que pueda ser utilizada para distinguir algin rasgo del fondo. “Thresholding” es
la técnica de segmentacién mas sencilla y mds cominmente usada. La segmentacion se refiere al
proceso de extraer el objeto de interés deseado del total de la imagen y es el ultimo paso antes del
analisis de la imagen, es a partir de esta imagen segmentada que se pueden hacer las diferentes
mediciones. (Aguilera y Stanley, 1999) La extraccién de datos cuantitativos a partir de la imagen es la
principal meta del investigador. Se pueden obtener infinidad de medidas entre las que destacan el
area, perimetro, compactibilidad, curvatura, elongacion, rugosidad, etc. Estas son medidas de
particulas que en alimentos son pequefios objetos de diversos origenes como polvos de harinas,

cristales, burbujas, vesiculas, etc. Asignar valores a estos parametros, es la base de la microscopia



moderna. Las particulas encontradas en los alimentos, tienen dimensiones denominadas como
fractales, los objetos fractales, son aquellos descritos en funciones de nimeros fraccionarios, no
enteros, y la dimensidn fractal (D) es una medida de la irregularidad de un objeto, esta D, es posible
medirla usando herramientas de andlisis de imagen. Ya que muchos materiales usados como alimentos
son complejos e irregulares, su descripcién a través de la geometria fractal permite la correcta

cuantificacidn de sus caracteristicas. (Aguileray Stanley, 1999).

2.16. Dimension fractal.
Aproximadamente desde hace 30 afios, se ha estado produciendo una revolucién en el mundo de las
ideas cientificas, el surgimiento de la geometria fractal y el caos aporté nuevas ideas para el
entendimiento de multiples fendmenos (Braun, 1996). Ya en el siglo XVII se conocian funciones con
enormes irregularidades y discontinuidades, sin embargo, los estudiosos de aquella época supusieron
gue dichas funciones eran escasas y las consideraban excepciones o las trataban con aproximaciones o
redondeos que siguen siendo exitosamente empleados y que, sin embargo, hoy se sabe se pueden
volver peligrosos en sistemas con dindmica cadtica (Braia, 2003).
Es a partir de que en 1977 Benoit Mandelbrot en su libro “La Geometria Fractal de la Naturaleza”
acuna el término fractal, cuando se dirige la atencién hacia estas teorias y términos hasta entonces
meramente matemadticos comienzan a ser empleados en muchas otras ciencias. Por otro lado, la
disponibilidad generalizada de herramientas computacionales ha contribuido de forma importante al
desarrollo de éstas metodologias. La geometria fractal ha cambiado de manera importante la forma
en que cientificos e ingenieros perciben y por tanto modelan el mundo en el que vivimos (Addison,
2001). En términos generales:
1) Los Fractales son los objetos matematicos que conforman la Geometria de la Teoria del Caos.
2) La Geometria Fractal es también conocida como la “Geometria de la Naturaleza.
3) La palabra Fractal, enunciada por Mandelbrot, proviene del latin y significa roto, quebrado.
4) La Geometria Fractal es un nuevo lenguaje; ya que los puntos, rectas, esferas, elipses y demas
objetos de la geometria tradicional son reemplazados por algoritmos iterativos computacionales que
permiten describir sistemas naturales, cadticos y dinamicos.

5) Los fractales son objetos cuya dimensidn es no entera o fraccionaria.



6) Un objeto fractal es aquél que su dimensién fractal de supera a su dimensidn topoldgica.

7) Un objeto fractal es aquél que posee las siguientes dos caracteristicas:

a) Autosimilitud. Cada porciéon de un objeto tiene las mismas caracteristicas del objeto completo.
También se puede decir que cada area de un fractal conserva, de manera estadisticamente similar, sus
caracteristicas globales.

b) Dimension Fractal. El matematico griego Euclides (aprox. 300 A.C.) escribio “Los Elementos”, en esta
obra, presentd de manera formal el estudio de las propiedades de lineas, planos y volumenes, es decir,
de las formas regulares (Braun, 1996). En la geometria Euclidiana un punto tiene una dimension de
cero, una linea de uno, una superficie de dos y un volumen de tres (Peleg, 1993). Sin embargo, las
teorias de Euclides constituyen una considerable abstraccion de la realidad. Por ejemplo, supone que
un punto no tiene tamafo, una linea solo tiene longitud y un plano no tiene ancho. Dichas
consideraciones, han servido no solo para explicar, sino también para predecir y modelar innumerable
cantidad de fendmenos naturales, sin embargo, de forma estricta, los circulos, cuadrados, prismas
triangulares o cuadrangulares, etc., no existen en la naturaleza, de tal forma que longitudes, areas o
volumenes de objetos naturales no pueden ser adecuadamente descritos por la geometria Euclidiana.
El ejemplo cldsico para ilustrar este fendmeno, es aquel en el que se trata de calcular la distancia entre
un punto A y otro punto B de una costa. En primera instancia, se trazara una linea recta entre los dos
puntos, sin embargo, la distancia real (si camindramos por la costa), seria mayor debido a si
irregularidad. Si ahora tomaramos una unidad de medida arbitraria de longitud H y contaramos las
veces que la barra cabe a lo largo de la costa desde A hasta B, éste nimero seria L;. Si para mejorar
nuestra medicion, tomamos otra unidad de medida, por ejemplo H/10 y repetimos el procedimiento
anterior, la longitud de la costa seria L,. Si tomdramos asi cada vez una unidad de medida mas

pequeiia, observariamos que la longitud de la costa es cada vez mayor, es decir, es infinita.

La dimensién Euclidiana de un objeto relaciona la unidad de medida utilizada con el valor geométrico
medido de la siguiente forma:
N(L) = (1/L)D
Donde:
1/L corresponde al nimero de unidades comprendidas en uno de los lados,

D es la dimensién y corresponde a 1 para una recta, 2 para una superficie y 3 para un volumen.



Si se generaliza la utilizacidon del concepto de la dimensién D a los numeros fraccionarios obtenemos
una dimension fractal, es decir, cuando la D es un niumero no entero, se dice que el objeto tiene una
dimension fractal.

Una de las metodologias para el célculo de la dimensién fractal en el denominado “Conteo de cajas”
gue se basa en la correspondiente medicidon del nimero de recubrimientos o cajas necesarias para
cubrir un determinado conjunto (linea, superficie o volumen) N(L) en funcién de la escala L de los
recubrimientos (o cajas). El correspondiente calculo de la dimensién fractal, D, es sélo vélido en el
rango en el que la relacién entre Ny L es potencial y esta bien definida mediante la expresién:

D =log (N(L)) /log (1/L)

La D es la pendiente de la recta que se obtiene al graficar logaritmo del nimero de cajas contra el
logaritmo de la escala, en la figura se observa la D obtenida para un objeto propio de la geometria
Euclidiana como una recta, un drea o un volumen, y aquella que pudieran tener algunos objetos
fractales.

8) Un fractal es un objeto en el cual sus partes tienen “alguna” relacidon con el todo (esto esta
intimamente ligado a la Autosimilitud).

La primera mencién de fractal en el contexto de los alimentos es el libro de Mandelbrot en el cual se
hace una simulacién en computadora de los patrones de los ojos de los quesos Suizos Apenzeller y
Emmental Actualmente se han hecho mediante analisis fractal, estudios en que se relacionan las
dimensiones de las siluetas de aglomerados de particulas (por ejemplo café) con su tendencia a

desintegrarse en un medio acuoso (Peleg, 1993).



3. JUSTIFICACION
De entre todos los cultivos de cereales consumidos en el mundo, el maiz, es el de mayor importancia
en México, no solo porque es el que mas se consume y porque constituye una fuente esencial de
nutrimentos para el grueso poblacional, sino porque en su cultivo se ha cimentado el desarrollo
cultural de los pueblos mesoamericanos, sin embargo, la mayoria de los productos alimenticios
elaborados artesanalmente y que representan parte fundamental de este desarrollo cultural no han
sido estudiados, menguando asi potencial nutricional y econdmico que estos alimentos aportarian a
sus productores y consumidores.
Se ha demostrado que los compuestos fendlicos, entre ellos las antocianinas poseen una notable
capacidad antioxidante, en el caso de la planta del maiz, estos compuestos se han aislado de las flores
y han sido usados como colorantes naturales para alimentos; en el caso del grano, es en las variedades
coloreadas (azul y rojo), donde se ha encontrado una cantidad importante de estos compuestos.
En los ultimos tiempos, se ha promovido el consumo de alimentos cuyos constituyentes tienen
propiedades antioxidantes ya que se ha observado una relacidon positiva entre su consumo vy la baja
incidencia de enfermedades como el cancer atribuidas a un desequilibrio entre la producciéon de
radicales libres y la capacidad del propio organismo para secuestrarlos.
En paises como México y Perd, es usual el consumo de alimentos elaborados con maiz azul, sin
embargo, el cambio en la cantidad y/o estructura de las antocianinas durante el procesamiento del
maiz no ha sido estudiado salvo por la nixtamalizacién que es quiza el proceso mdas ampliamente
difundido. La capacidad antioxidante que las antocianinas de maiz azul puedan aportar al organismo
aun después de ser procesado, contribuiria de manera significativa al conocimiento y consumo de

productos como el tesgliino y a su mas adecuada valoracion nutritiva.



4. HIPOTESIS
Durante la elaboracion del tesgliino, es posible que la cantidad y tipo de compuestos fendlicos
presentes en el maiz azul usado como materia prima principal cambien, modificando ademas su
capacidad antioxidante.

5. OBIJETIVOS

5.1. Objetivo general.
Determinar los cambios en compuestos fendlicos y antocianinas, asi como la variacién en la capacidad

antioxidante durante el proceso de elaboracion de tesgliino usando como materia prima principal

maiz azul (Zea mays).

5.2. Objetivos especificos.
Caracterizar el maiz azul utilizado como materia prima principal.
Obtener la mejor combinacién de agua, tiempo y temperatura para la etapa | (de imbibicién) de
la germinacion del grano de maiz azul.
Estudiar los cambios en pigmentacion del maiz azul durante las distintas etapas de la
germinacién del grano.
Obtener los graficos de variacién de compuestos fendlicos totales, antocianinas y capacidad
antioxidante durante la etapa inicial de germinacién para elaboracion de tesgtiino.
Elucidar un modelo descriptivo para el cambio estructural del grano de maiz en estudio durante
las distintas etapas de germinacion.
Fijar las condiciones de elaboracién de tesgiiino en el laboratorio.
Obtener los graficos de variacion de compuestos fendlicos totales, antocianinas y capacidad
antioxidante durante las distintas etapas de elaboracién de tesgiiino subsecuentes a la etapa
inicial de germinacion.
Obtener las cinéticas de crecimiento microbiano durante las dos etapas de fermentacién del

tesglino.



6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1. Caracterizacion del maiz azul que se utilizo en este estudio.

6.2. Determinacién de las condiciones de germinacién mds adecuadas.
6.2.1.Cantidad de agua necesaria para la imbibicidn del grano.
6.2.2.Tiempo de remojo.
6.2.3.Temperatura.
6.2.4.Tiempo de germinacion.

6.3. Determinacién de los cambios de humedad, antocianinas, compuestos fendlicos totales y
capacidad de secuestro de radicales libres durante el proceso de germinacion.

6.4. Estandarizacién del proceso de elaboracién del tesgliino en cuanto a cantidades, tiempos y
temperaturas para asegurar la repetitividad de las determinaciones subsecuentes. En la Figura
10, se muestran los parametros a considerar.

6.5. Determinacion del cambio en la concentracion de antocianinas, compuestos fendlicos totales,
capacidad de secuestro de radicales libres y humedad con respecto al tiempo en las diferentes
etapas del proceso de elaboracién del tesgtiino.

6.5.1.Durante la primera fase de germinacion.

6.5.2.Durante la germinacién por un dia mas.

6.5.3.Después de la molienda.

6.5.4.Durante la coccidn en agua.

6.5.5.Después del colado.

6.5.6.Durante la fermentacion (primeras 24h).

6.5.7.Después de la mezcla del por la adicion de mas sustrato.
6.5.8.Durante la segunda fermentacion (26h mas)

6.5.9.En el tesgliino terminado.

6.6. Elaboracién de los graficos de variaciéon de antocianinas, compuestos fendlicos totales y
capacidad antioxidante con respecto al tiempo. Los graficos de variacidn que se obtendrdn
finalmente se presentan en la Tabla 4. La separacidén en tiempo para la toma de muestras

dependerd del tiempo de duracidon propuesto para cada etapa del punto 6.5



6.7. Ademas, se determinaran las cinéticas de crecimiento microbiano para Lactobacillus plantarum

y Saccharomyces cerevisiae y de produccién de etanol y acido lactico.

Tabla 4. Graficos de variacién a obtener durante el proceso de elaboracién de Tesgiiino.

ETAPA FENOLES CAPACIDAD ANTOCIANINAS
TOTALES ANTIOXIDANTE
Antes de separar los lotes Germinacion o o o
Enel Lote 1 Germinacion (24 h mas) o o o
Coccion o o o
En el Lote 2 Cocciodn o o o
Fermentacién 1 o o o
Después de mezclar ambos lotes.  Fermentacion 2 o o o
GRANOS ___ HIMELAR ___5 CASCARILLAY GRANOS
DE MALZ (Por inmersiény flotacién) DEFECTUOSOS

Temperatura=? Tiempo=? Cantidad de
REMOJAR agua? Humedad final=?

ESCURRIR ——» EXCESO DE AGUA
l Cantidad de agua/

| DIVIDIR EN DOS LOTES IGUALES I_, LOTE 2 Kg DE MAiZ=?
l l l Tiempo
LOTE 1 MOLIENDA EN ? COCCION EN

AGUA

=?
e COLAR

MOLIENDA EN ? ATOLE

Cantidad de agua’ Kg COCCION EN i & Liga=? MEZCLAR*
DE MAizZ=? —F AGUA Tiempo=?

INOCULO 1=2 l
ﬁcomn 0.1L DE ATOLE /1L DE Tiempo=?| FERMENTAR
TESGUINO DE ? h DE
l FERMENTACION

MEZCLAR FERMENTACION

INOCULO 2=2 l

| FERMENTAR friempo-2

TESGUINO TERMINADO

Figura 10. Diagrama de flujo del desarrollo experimental correspondiente a la estandarizacion del proceso de
elaboracidn de tesgiiino.



7. MATERIALES

7.1. Materia prima.

Maiz azul obtenido en la zona de Amecameca, Estado de México.

7.2. Cepas.

Los cultivos utilizados seran S. cerevisiae (aislada de cerveza) y L. plantarum (aislado de col agria),
cepas NRRL B-12632 y NRRL B-4495 provenientes de la USDA (United States Department of
Agriculture) Research, Education and Economics Agricultural Research Service. Frotis de estos

microorganismos se muestran en las fotografias que se muestran a continuacion (Figuras 11y 12).

Figura 11. Fotografia de L. plantarum obtenida de un frotis tefiido con tincién de Gram (100X)

'sam”

Figura 12. Fotografia de S. cerevisiae obtenida de un frotis teiiido con safranina (100X)



7.3. Equipo:

Incubadora con control de temperatura
( Craft)

Incubadora con agitador orbital
(New Brunswick Scientific)
Campana de flujo laminar
(Holteen-lamin air HB2448)
Esterilizadora automatica
(Tuttnauer Brinkmann 2540E)
Centrifuga

(Beckman Coulter Alegra X-12 R)
Microcentrifuga

(Hettich universal)
Potenciometro

(Orion 920 A)

Agitador mecanico

( Thermolyne Maximix plus)

7.4. Instrumental. El de uso comun en el laboratorio.

7.5. Reactivos:

Agua destilada tipo 2

Etanol absoluto

Metanol grado reactivo
Reactivo de Folin Ciocalteau

Acido tricloroacético

Plancha de calentamiento con agitador
magnético (Barnstead Thermolyne cimarec)
Termdmetro bimetalico digital

(CDN 0° - 240° C)

Balanza granataria digital

(Mettler-Toledo AG )

Balanza analitica

(Mettler AE 100)

Termobalanza automatica

(Mettler LJ16)

Espectrofotdmetro

(Jenway UV/VIS 6405)
Espectrofotometro-Colorimetro

(Milton Roy Color Mate HDS)

Camara fotografica digital

( Sony Cyber Shot 4.1 MP)

2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)
2,2 -azinobis 3-etil-benzotiazolina-6- acido sulfénico (ABTS)
Reactivo de Wesselow

Persulfato de potasio grado reactivo

Reactivo NAD—ADH (Sigma)

Glicina Acido clorhidrico concentrado

Agar Bacterioldgico

2,3,5 trifeniltetrazolio

Cloruro de sodio grado reactivo
Extracto de carne

Extracto de levadura

Bicarbonato de sodio grado reactivo
Hidréxido de sodio valorado 0.1 N
Dextrosa bacteriolégica

Sulfato de magnesio

Sulfato manganoso



8. METODOS

8.1. Caracterizacion del grano de maiz.

8.1.1. Aspecto. Se observd la muestra sobre una superficie limpia, se registré el aspecto del grano

(normal, sucio, dafiado, mezclado, manchado, quebrado, desnudo o contaminado) (Gonzalez, 1995).

8.1.2. Impurezas. Se pesaron 100g de muestra y se depositaron sobre una criba de 4.5/64” x 3/4’ y se
golped suavemente para permitir que se separe el grano de todos los materiales extrafios, se
separaron manualmente las impurezas que quedaron sobre la criba y se reunieron con las que pasaron
ésta. Se registré su peso en gramos y el resultado se expresé como porcentaje de impurezas (Gonzdlez,

1995).

8.1.3. Peso Hectolitrico. Se requiere un embudo especial (dimensiones: largo total de 8pulgadas, largo
del cono de 6.5 pulgadas, largo del tubo de 1.5 pulgadas, didmetro superior de 3.5 pulgadas, diametro
de salida de 1.25 pulgadas) con una vélvula. Se colocé una probeta graduada de 250 mL sobre una base
firme y nivelada con la valvula cerrada, se introdujo el tubo del embudo en la probeta. Se pesaron
110g de grano libre de impurezas y se vaciaron sobre el embudo, éste se sostuvo firme apoyandolo
sobre la probeta y se abrid la valvula permitiendo la caida libre del grano dentro de la probeta, se leyd
el volumen ocupado por el grano dentro de la probeta, si la superficie resultd inclinada, se repitid la
operacion. No debe sacudirse ni golpearse la probeta durante la operacion. El peso hectolitrico se

calculé por medio de la siguiente ecuacién (AACC, 1983):

P
peso hectolitrico= v x100

Donde:
V= volumen leido

P=110g

8.1.4. Viabilidad del grano. Se tomaron 50 granos limpios y se les realizé un corte longitudinal de
forma que el embridén quedo expuesto, se seleccionaron las 50 mitades en que el embridn no haya sido

dafiado y se colocaron en un tubo de ensaye, se adiciond cloruro de 2,3,5 trifeniltetrazolio hasta cubrir



la muestra y se mantuvo a 452C en bafio de agua por 10 minutos, transcurrido este tiempo, se lavaron
los granos para detener la reaccién. La aparicién de un color rojo intenso es sefial de la viabilidad del
grano, la ausencia de coloracidn o tonalidades claras indican muerte y baja viabilidad respectivamente.
El porcentaje de viabilidad se calculé con la siguiente expresion (Gonzalez, 1995):

numerodeisnoswablesxloo

%deviabilidad

8.1.5. Energia germinativa. Se tomaron 100 granos de maiz, se distribuyeron en forma homogénea
sobre una hoja de cartén y esta a su vez, se coloco sobre una cama de algoddn saturado de agua la cual
se prepard previamente en una charola con perforaciones. Se presiond la hoja de cartdn con los granos
sobre el algoddn hasta saturarla de agua. Se incubaron a 20 2C por tres dias. Al cabo de este tiempo, se
contaron los granos germinados, el resultado se expresé como porcentaje de energia germinativa

(Rosso y col., 1998).

8.1.6. Capacidad germinativa. Se prolongd la germinacién de la muestra usada para determinar
energia germinativa por dos dias mas, al término de este periodo, se contaron los granos germinados.
El resultado se expresé como % de capacidad germinativa. Se consideré aceptable un valor minimo de

85% (Rossoy col., 1998).

8.1.7. Para la determinacién de humedad, proteinas, extracto etéreo y fibra cruda, se usaron los

métodos indicados por el AACC: 44-15A, 46-12, 30-10 y 32-10 respectivamente (AACC, 1983).

8.2. Mantenimiento de cepas.

La cepa de Saccharomyces cerevisiae, fue conservada en Agar Extracto de levadura- Extracto de malta

(YM), mientras que la de Lactobacillus plantarum en Agar Man-Rogosa-Sharpe (MRS). La composicion de

estos medios se presenta en la Tabla 5.

8.3. Proceso de obtencion del tesgiiino.
Para la elaboracién del tesgliino en el laboratorio, se siguieron las etapas propuestas por Lappe y Ulloa

(1989) (Figura 2), en este estudio, las temperaturas y humedades varian de acuerdo al lugar en que se llevé a



cabo el proceso, en inicio se tomaron en cuenta estos valores aunque fueron ajustados para estandarizar el
proceso que se realizd. En la Tabla 6 se muestran los valores de temperatura y humedad ambiental vy
temperatura del sustrato en diferentes etapas del proceso, la variacién para una misma etapa, se debe a la
hora en que fue tomada la muestra. Los inéculos 1y 2 corresponden a las cepas de S. cerevisiae y L.

plantarum respectivamente.

Tabla 5. Composicion de los medios Agar Extracto de Levadura - Extracto de Malta (YM) y Agar Man-Rogosa-

Sharpe (MRS)
Agar YM Agar (MRS)
Extracto de levadura 3g/L Peptona 10.0g/L
Extracto de malta 3g/L Extracto de carne 8.0g/L
Peptona 5g/L Extracto de levadura 4.0g/L
Glucosa 10 /L D-glucosa 20.0g/L
Agar bacterioldgico 20g/L Acetato sddico 5.0g/L
Citrato triamonico 2.0g/L
Sulfato magnésico 0.2g/L
Sulfato manganoso 0.05g/L
Agar bacterioldgico 17.0g/L
Polisorbato 80 1 mL/L
(Bioxon)

8.4.Extraccion y determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales. (Velioglu y col., 1998)
El método usado para la determinacién de los compuestos fendlicos totales, fue el colorimétrico de Folin-
Ciocalteau (FC) basado en la reduccién quimica del reactivo que es una mezcla de tungsteno y éxido de
molibdeno, los productos de esta reduccién tienen color azul y un maximo de absorbancia en 765 nm. La
magnitud de la absorbancia a dicha longitud de onda, es proporcional a la concentracién de fenoles
(Wrolstad, 1993).

A 200 mg de muestra molida, se adicionaron 2 mL de solucion de metanol al 80% conteniendo 1% de acido
clorhidrico (solucién extractora), la mezcla se agité a 200 rpm a 20 °C, al término de este tiempo, se traspasd
la mezcla a tubos para microcentrifuga y se centrifugd a 4500Xg por 15 minutos. Posteriormente se decantd
el sobrenadante colocandolo en frascos cubiertos de la luz, el sedimento se resuspendid en otros 2 mL de
solucidn extractora y se repitieron las operaciones anteriores. Se decantd el segundo sobrenadante en el
mismo frasco y se almacend a -20 °C hasta su andlisis. A 100 pL del extracto crudo obtenido, se adicionan

0.75 mL de reactivo de Folin Ciocalteau (Diluido 1:10 con agua destilada), la mezcla se dejo reaccionar



durante 5 minutos en oscuridad, posteriormente se adicionaron 0.75 mL de solucién de bicarbonato de sodio
(solucidn de 60g/L). Al cabo de 90 min de reaccidn a 22 °C, se registrd la absorbancia a 725 nm. El resultado se

interpold en una curva tipo de acido ferulico y se expresé como equivalentes de acido ferulico.

Tabla 6. Temperatura y humedad (H.R.) ambientales, y temperatura del sustrato al momento de tomar las
muestras de las diversas fases de elaboracion y fermentacion del tesgiiino.

Fase del proceso Temp. y H.R. ambientales Temp. Del sustrato

°C % 8 °C

Remojo del maiz 16.0 38 21.7

! 15.5 38 21.1

" 16.7 36 17.8

Remojo y germinacién del maiz 20.0 38 18.9

" 29.4 27 22.2

Germinacion del maiz 20.0 26 19.0

" 28.5 28 22.0

" 20.3 29 19.0

" 16.2 38 18.0

" 23.3 34 21.1

Molienda del maiz y coccion de la 15.6 38 21.1

malta

Enfriamiento y colado del atole 17.2 37 30.0

Mezcla del atole con la liga 20.0 32 21.7

Fermentacion del atole 16.7 38 20.5

Tesgliino de 20 horas de 19.5 50 17.8
fermentacion

Mezcla del tesgtliino con atole nuevo 21.0 38 18.9

Tesgliino de 30 horas de 22.7 30 20.0
fermentacion

Tesgliino de 36 horas de 20.5 33 19.4
fermentacion

Tesgliino de 50 horas de 21.5 33 20.6

fermentacion

® Todas las fases de elaboracion y fermentacién del tesgiiino se realizaron en el interior de una habitacién,
excepto la coccidn de la malta y el enfriamiento y colado del atole, que se efectuaron a la intemperie.
® No determinada.

8.5.Curva tipo de acido ferulico. (Cornejo, 2003)
Se realizd la curva tipo de acido ferdlico considerando el valor intermedio de la absorbancia a 725 nm leida
para la serie de datos que se obtuvo en la determinacion de fenoles totales. Se realizd6 una solucidon

denominada “solucién madre”. Esta corresponde al valor mas alto de cido ferulico y por tanto se llevaron a



cabo diluciones para obtener valores de concentraciones decrecientes. Las diluciones se realizaron utilizando
como disolvente la mezcla de extraccion correspondiente (metanol acidificado) y el estandar de acido

ferdlico.

8.6 Curva tipo de acido galico.

Se realizé la curva tipo de acido galico considerando el valor intermedio de la absorbancia a 725 nm leida para
la serie de datos que se obtuvo en la determinacidn de fenoles totales. Se realizd una solucién denominada
“solucién madre”. Esta corresponde al valor mas alto de &cido fertlico y por tanto se llevaron a cabo
diluciones para obtener valores de concentraciones decrecientes. Las diluciones se realizaron utilizando como

disolvente la mezcla de extraccion correspondiente (metanol acidificado) y el estandar de acido galico.

8.7 Extraccion de antocianinas y determinacion del contenido de antocianinas totales (Abdel-Aaly
Hucl, 1999).
No hay métodos satisfactorios de extraccién con disolventes para todas las clases de antioxidantes y
compuestos fendlicos de alimentos o para clases especificas de estos componentes. Esto es debido a la
naturaleza quimica de dichas sustancias las cuales varias desde estar en forma simple hasta altamente
polimerizadas (Al-Farsiy col., 2005).
Wilkinson y col. 1977 comenzaron a extraer antocianinas usando metanol con pequeiias cantidades de
HCI (Nollet, 1996). La acidificaciéon con acidos fuertes como el HCI sirven para mantener un pH bajo.
Este puede, sin embargo, alterar la forma nativa del complejo de pigmentos rompiendo asociaciones
con metales, copigmentos y proteinas. Para obtener antocianinas lo mas naturalmente posible, se ha
recomendado el uso de disolventes neutros (por ejemplo, 60% metanol, etilenglicol, nbutanol,
acetona) y acidos organicos débiles (dcido férmico, acido acético) (Jackman y Smith, 1992). Garcia-
Viguera y col. (1998), usaron un método para la extracciéon de antocianinas con acetona y al final del
proceso acidificaban el extracto con agua acidificada (acido férmico al 3%) (Garcia y col., 1998).
En un matraz Erlenmeyer, protegido de la luz, se colocaron 500 mg de muestra, se le agregaron 60 mL de
solucién alcohdlica acidificada (Etanol al 95% y HCI 1 N, mezcladas en proporcidn 85/15 respectivamente) y se
ajustd el pH a 1.0 con HCl 1 N. Posteriormente, se agitd a temperatura de 20 °C a 200 r.p.m. durante 60

minutos. Transcurrido el tiempo de extraccién, la muestra se colocd en un tubo protegido de la luz y se



centrifugd a 4° C durante 45 minutos a 3280 X g; el sobrenadante final se separd por decantacion y se llevo a
un volumen de 100 mL en matraz aforado, utilizando para ello solucién alcohdlica acidificada (Etanol al 95% y
HCl 1 N, mezcladas en proporcion 85/15 respectivamente). Se midio la absorbancia a 535 nm para cada una

de las diluciones anteriores y se aplicé la siguiente formula para el calculo de Antocianinas Totales (Acy Tot)

acyTot=| A VO ww 1 10°
€ N\ 1000 Pesodelamuestra

en la muestra de maiz:

Donde:

.. L m
AcyTot =concentraééntotaldeantocia nlas[:]K—g
g

A= absorbancia media
e=absortividdmola r(cia nidina3—glucdside= 25965 cm‘lM‘l)

MW= peso molecular de la cianidina 3-glucdsido=449 g/mol

Vol= volumen final de la solucion

8.8 Actividad de secuestro de radicales libres.

El desarrollo de la evidencia epidemioldgica del papel que desempefian alimentos antioxidantes en la
prevencion de ciertas enfermedades ha permitido desarrollar un gran nimero de ensayos para
determinar la capacidad antioxidante, estos métodos pueden estar basados en el secuestro del radical
peroxilo (ORAC, TRAP), secuestro del radical hidroxilo (prueba de la desoxirribosa), secuestro de
radicales orgdnicos (ABTS, DPPH, FRAP), cuantificacion de productos organicos formados durante la
lipoperoxidacion (TBARS, oxidacién de LDLs), etc.. De todos estos métodos, el método del el 2,2°-
azinobis 3-etil-benzotiazolina-6- acido sulfénico (ABTS) o TEAC estd basado en la capacidad de los
antioxidantes para secuestrar el cation de larga vida ABTS". Este secuestro produce una disminucién en
la absorbancia a 658 nm. Las lecturas de absorbancia de la mezcla del radical y el antioxidante a
diferentes tiempos son representadas graficamente. Se han introducido cierto nimero de pruebas
para medir la capacidad antioxidante de fluidos corporales (Miller y col., 1993), extractos de alimentos
(Emmons y col., 1999; Adom vy Liu, 2002; Kang y Saltveit, 2002), plantas medicinales (Katsube y col.,
2004; Cai y col., 2004) y compuestos puros (Sarma y col., 1997; Kahkénen y Heinonen, 2003). Cada



método hace referencia a la formacion de un radical diferente los cuales actuan a través de gran
variedad de mecanismos y la medicién de un intervalo o punto final a un tiempo determinado.

La mayoria de los ensayos para la determinacién de la actividad antioxidante consisten en acelerar la
oxidacion de un sistema lipidico, usualmente por calor, registrar o monitorear el consumo de oxigeno,
la pérdida de sustrato o la formacién de productos (Fukumoto y Mazza, 2000). En la Tabla 7, se
muestran diversas técnicas usadas para la determinaciéon de actividad antioxidante por diferentes
autores.

Ya que son muchos los factores que afectan la oxidacién entre los que se incluyen temperatura,
presion de oxigeno, catdlisis por metales, composicion de las grasas y forma de las grasas, los
resultados pueden variar dependiendo de las condiciones de oxidacion usadas. Los resultados para
medir los sustratos o los productos pueden también variar dependiendo de su especificidad (Fukumoto
y Mazza, 2000).

Osawa y Shibamoto (1992) desarrollaron un método usando HPLC (High-performance-liquid-
chromatography) para medir el malonaldehido formado en sistemas de emulsidn lipidica oxidados por
FeCl,/H,0,. El malonaldehido se derivé de la reaccion con urea bajo condiciones acidas para formar 2-
hidroxipirimidina, la cual puede ser medida por HPLC. Tsuda y col. (1994) usaron este método para
medir el malonaldehido formado en diversos sistemas lipidicos.

Debido a que el método de HPLC es especifico para malonaldehido, puede ser una buena prueba para
determinar actividad antioxidante de sistemas lipidicos (Fukumoto y Mazza, 2000).

Los métodos relacionados con la oxidacion pueden ser tardados dependiendo de las condiciones
usadas, mientras que la decoloracién de B-caroteno y compuestos que reaccionan con radicales libres
son métodos rapidos y simples para medir la potencial actividad antioxidante. Marco (1968), describe
el uso de la decoloracién de B-caroteno para ordenar o ponderar compuestos de acuerdo su actividad
antioxidante. En este método, la actividad es medida por la capacidad de un compuesto para minimizar
la pérdida de B-caroteno durante la oxidacion acoplada de acido linoleico y el B-caroteno en un sistema
acuoso emulsificado. La reaccion es usualmente iniciada con calor (50 °C). Aunque este método es
simple y sensible, ha sido criticado por su falta de especificidad, estando sujeto a la interferencia de
agentes reductores y oxidantes presentes en los extractos crudos, ademas el acido linoleico no es

representativo de los lipidos tipicos de los alimentos (Fukumoto y Mazza, 2000). Se han usado dos



radicales libres para determinar la actividad antioxidante, estos son: (ABTS') y el 2,2-difenil-2-

picrilhidracilo (DPPH), también conocido como 1,1-difenil-2-picrilhidracilo o a,a-difenil-B-picrilhidracilo

(Fukumoto y Mazza, 2000).

Tabla 7. Técnicas para la determinacion de actividad antioxidante usadas por diversos autores.

AUTOR Y ANO

TECNICA

AL FARSI, 2005
AMAROWICZ, 2000
BAGCHI, 2003
BANDONIENE, 2002
BAO, 2005
BLANDO, 2004
BORKOWSKI, 2005
CAl, 2005
CHAILLOU, 2006
CEBALLOS, 2003
DE BEER, 2006

DA PORTO

DEL POZO, 2006
DEWANTO, 2002
ESPIN, 2000
DYKES, 2005
FUKUMOTO, 2000
HAGERMAN, 1998
HENRIQUEZ, 2004 Y 2002
HUANG, 2006
HUKKANEN, 2006
KANG, 2002
KAHKONEN, 2003
KIM, 2002
KATSUBE, 2004
LATTE, 2004
LAPIDOT, 1999
LEE-WON, 2003
LOHACHOOMPOL, 2004
NIELSEN, 2003
NIWA, 2001
PARRY, 2002
PEDRESHI, 2006
PEREZ,2000
PEREZ, 2006
PILJIAC, 2005
POLACHIRA, 2004

ORAC (FLUORESCENCIA)
SISTEMA B-CAROTENO-LINOLEATO Y DPPH
ORAC

DPPH

DPPH Y ABTS

ORAC

ABTS (TEAC)

ABTS

DPPH

DPPH

ABTS

DPPH

ORAC

TOSC (OXIRADICAL)
DPPH

DPPH Y ABTS

DPPH (MICROPLATE)
ABTS (METAMIOGLOBINA)
ABTS

FRAP

DPPH Y FRAP

DPPH

DPPH

ABTS

DPPH

DPPH

OXIDACION LIPIDICA
DPPH Y ABTS

DPPH

FRAP Y TEAC

TBARS EN MEMBRANAS DE ERITROCITOS DE CONEJO
DPPH

DPPH

ABTS
DPPH, FRAP Y ABTS
DPPH

DPPH




Tabla 7. Continuacidn...

AUTOR Y ANO TECNICA
ROMERO, ACIDO LINOLEICO
SANCHEZ, 2003 ORAC
SCAMPICCHIO, 2006 NANOTUBOS DE ORO
SERRANO, 2007 FRAP, ABTS, “IN VIVO”
SHIMO!JI, 2002 DPPH
SOLOMON, 2006 ABTS

En la Tabla 8 se muestran las condiciones de experimentacidén de las técnicas usadas en este trabajo

(DPPH, ABTS y FRAP) segun diversos autores.

8.8.1 Determinacion de la actividad de secuestro de radicales libres mediante la técnica de DPPH
(Fukumoto y Mazza, 2000).
Se basa en la reducciéon de DPPH® por un antioxidante (DPPH*+A — DPPH-H+A®) o por especies de
radicales ((DPPH'+R* — DPPH-R) lo cual resulta en una pérdida de absorbancia a 515 nm. Brand-
Williams y col. (1995), usando DPPH* desarrollaron un método espectrofotométrico que da resultados
similares a los métodos de oxidacidn, pero las comparaciones no fueron cuantitativas debido a que la
reaccién con DPPH depende de la conformacidon estructural de los compuestos (Fukumoto y Mazza,
2000).
Fukumoto y Mazza (2000) mencionan que en muchas ocasiones en los ensayos de actividad
antioxidante, los sustratos o productos son monitoreados por mucho tiempo y la efectividad de un
antioxidante a determinada concentracién es determinada por el tiempo requerido para alcanzar
cierto nivel de sustrato o producto, sin embargo, monitorear la oxidacion con respecto al tiempo es
muy tardado e impractico cuando se tienen muchas muestras por lo que proponen el uso de tiempos
de reaccidn fijos.
El método del DPPH mide sélo la reaccion de un compuesto con el DPPH® la cual es dependiente de su
conformacidn estructural y por tanto las comparaciones no son siempre adecuadas.
En esta técnica se evalla la capacidad de las antocianinas y los fenoles para secuestrar al radical DPPH
lo que ocasiona una disminucion en la absorbancia, a mayor capacidad antioxidante del componente
en estudio, la disminucién en la absorbancia sera mas pronunciada. La técnica consistié en mezclar

1950 ulL de solucién 0.5 mM de DPPH en etanol, en una celda espectrofotométrica a la que



previamente se le adicionaron 50uL de extracto de muestra (2 g de muestra fueron extraidos con 20
mL de etanol absoluto), se detectd la absorbancia al tiempo cero y a los 30 minutos a 517 nm. El
resultado se expresé como porcentaje de secuestro de radicales libres al ser comparado con un testigo

(sin capacidad antioxidante).

8.8.2 Determinacion de la capacidad antioxidante mediante la técnica de ABTS (Re y col., 1999).
Actualmente el método ABTS se ha usado ampliamente tanto para materiales bioldgicos, compuestos
puros o extractos de plantas de naturaleza hidréfila o lipofilica. El compuesto cromdégeno ABTS
presenta color azul/verde con maximo de absorcién a 342nm, es muy soluble en agua y quimicamente
estable (Antolovich y col., 2002). El radical ABTSe+ una vez generado por medio de enzimas
(peroxidasa, mioglobina) (Miller y Rice, 1997) o quimicamente (diéxido de manganeso, persulfato
potdsico o ABAP [2,2"-azobis-(2-amidinopropeno) HCI] (Re y col., 1999), pasa a presentar nuevas
caracteristicas con maximos de absorcion a 414, 645, 734 y 815nm (Robards y col., 1999). El radical
ABTS™" es mas indicado para ensayos de compuestos coloreados, como el caso de las antocianinas, por
presentar absorcidn maxima préxima a la regién infrarroja (734nm) reduciendo posibilidades de
interferencias de compuestos coloreados que absorben en la regidon del visible o compuestos
resultantes de reaccién secundaria. Ademas el radical generado quimicamente (persulfato potasico)
desarrollado por Re y col. (1999), se validé por su estabilidad, reproducibilidad y por ser una alternativa
mucho mas viable econémicamente al método anteriormente descrito (Miller y Rice, 1997).

La técnica consistié en mezclar 1950 pL de solucién de ABTS" (preparado haciendo reaccionar 10 mL de
ABTS 7 mM y 10 mL de K;S,05 2.45 mM por 24 h en ausencia de luz) en una celda espectrofotométrica
a la que previamente se le adicionaron 50ulL de extracto de muestra (2 g de muestra fueron extraidos
con 20 mL de etanol acidificado), se detectd la absorbancia al tiempo cero y a los 10 minutos a 734 nm.
El resultado se expresd como porcentaje de secuestro de radicales libres al ser comparado con un

testigo (sin capacidad antioxidante).



Tabla 8. Condiciones de experimentacion usadas por diversos autores en las técnicas aplicadas en este trabajo.

DPPH
AUTOR [DPPH] Cantidad Solvente Cantidad Otro Cantidad Longitud Temperatura Tiempo de
de de solvente de otro deonda de reaccion reaccion
DPPH* muestra solvente
AMAROWICZ, 2000 1ImM 0.25mL  --—- 0.1mL agua 2mL 517 nm - 30 min
BANDONIENE, 2002  6x10° M 2 mL metanol 50puL - - 515nm - 1 min
BRAND-WILLIAMS, 6x10° M 3.9 mL metanol 0.lmL - - 515nm = -—--- 15 min c¢/1
1995 miny c/15
min desp.
CHAILLOU, 2006 Abs. =1 3mL metanol 20pg - - 517 nm - 70 min
BAO, 2005 60 uM 39mL - 0lmL - 515nm - 6h
CEVALLOS, 2003 98.9 uM 2850 uL  metanol 150l - e 515nm - 20 h (c/15
min)
DA PORTO, 2000 6x10° M 3mL metanol 10pL - - 515nm - 10 min.
(c/min)
ESPIN, 2000 26 UM - e e e 5155nm - -
FUKUMOTO, 2000 150uM 200 plL Metanol 22yl - - 555nrm - e
80%
HU, 2006 6x10° M 3.9 mL metanol 0.lmL - - 515nm = -—--- Varios
HUKKANEN, 2006 10 0 - metanol 50 pL Acetato 50plL (para 530 nm -~ -
mg/250 pL de sodio la
meOH 0.5MpH muestra)
5
KANG, 2002 0.5 mM 0.25mL  --—-- 0.5mL  Bufferde 0.5 mL 517 nm  -—-- 30 min.
acetatos
100m M
pH 5.5
KAHKONENE, 2003 0.1mM 2950uL  metanol 50uL - e 517nm - 4 min.
KIM, 2002 100uM 2.9 mL Metanol 0OlmL @ -— @ 517nm - 30 min.
80%
LATTE, 2004 9.6x10(- 0.5mL metanol 2mL - e 515nm - 30 min.
4)M




Tabla 8. Continuacion....

AUTOR [DPPH] Cantidad Solvente Cantidad Otro Cantidad Longitud Temperatura Tiempo de
de de solvente de otro deonda dereaccion reaccion
DPPH"* muestra solvente
LOHACHOOMPOL, 6x10(-5) 3.9mL metanol 0.1mL - - 515nm - 2h (c/5 min)
2004 mol/L
PARRY, 2006 100uMm 2 mLtot. Acetona 2mLtot. - - 517nm - ¢/20 min
50%
PEDRESHI, 2005 Abs=1.1 2850 uL  metanol 50uL - - 515nm - 0-24 h
PHILPOTT, 2004 100uM 150puL - 50uL - e e e e
PEREZ, 2006 60uM 0.1 mL metanol 39mL - - 515nm - A
estabilizarse
PILJAC, 2005 0.094 mM 1mL metanol 20uL - e 515nm - 60 min.
POLACHIRA, 2004 64upM - metanol - = 515nm = --—--- 30 min
(c/10s)
STRATIL, 2004 98 mg/L 950 pL metanol 0-50uL Agua 0-50pL 515nm - 30 min
- abs= bidest.
1.5
WU, 2005 0.1 mM 1000pL etanol 50uL Tris-HCI 450uL 517 nm - 30 min
50 mM
pH 7.4
ABTS
AUTOR [ABTS]/ Cantidad Solvente Cantidad Otro Cantidad Longitud Temperatur Tiempo de
é? de ABTS' de solvente de otro de onda ade reaccion
(tiempo) muestra solvente reaccion
DE BEER, 2006 [ABTS]/ 1mL Agua 50 - - 734 nm 37°C 4 min
[K3S,0s]
7mM-2.5
mM final
(24 h)




Tabla 8. Continuacion....

AUTOR

[DPPH]

Cantidad
de

Solvente

Cantidad
de
muestra

Cantidad
de otro
solvente

Otro
solvente

Longitud Temperatura

de onda

de reaccion

Tiempo de
reaccion

CAl, 2005
KiM, 2002

KUSKOSKI, 2004

LEE, 2003

PEREZ, 2000

PEREZ, 2006

[ABTS]/
[AAPH]
2.5
mM/1Mm
[ABTS]/
[K2S,0s]
7mM-2.45
mM final
(16h; T
amb)
[ABTS]/
[AAPH]
2.5
mM/1mM
(68°C 13
min)
[ABTS]/
[MnOz]
100 pMm/???
[ABTS]/
[K3S,0s]
38.4mg -
10mL
(66mg/100
mL H,0)
(1 noche;
ag.)

980uL

980uL

3.9 mL

Etanol

PBS

Agua

0.1 mL

20uL

20pL

754 nm

734 nm

734 nm

30°C

1 min.

15 min

6 min (c/20s)

Tabla 8. Continuacion....



AUTOR [DPPH] Cantidad Solvente Cantidad Otro Cantidad Longitud Temperatura Tiempo de
de de solvente de otro deonda de reaccion reaccion
DPPH"* muestra solvente
SERRANO, 2007 [ABTS]/  3.9mL PBS 0.1mL - e 75— 6 min(c/20s)
[K2S,05] (para dil. nm
7mM-2.45 Abs=0.7%
mM final 0.02)
(16h; T
amb)
STRATIL, 2004 [ABTS]/ 975uL Ajustar 5-25ulL Agua 0-20pL 734 nm - 20 min.
[K5S,0s] absal- muestra bidest.
7mM-4.95 1.5 UA
mol/L final
1:1
(12h; T
amb)
RE, 1999 [ABTS]/ 990uL etanol opuL - - 734 nm -—-- 6 min
[K2S,0g]
7mM-2.45
mM final
1:1
(16h; T
amb)




8.9 Determinacidn de acido lactico.

Para determinar acido lactico, se titularon 9 mL de muestra (diluida con agua en caso necesario) con
NaOH 0.1 N utilizando fenolftaleina como indicador. Se registré el gasto necesario para el obtener un
pH de 7 £ 0.05 el % de acido lactico se calculd de la siguiente manera:

%acidolactico= GxN

donde:

G=gastodeNaOH
N=normalidadieINaOH(0.1N)

8.10 Determinacion de etanol. (Sigma, 2007)

La enzima alcohol deshidrogenasa (ADH), aislada a partir de levadura, es una metaloenzima tetramera
gue contiene zinc en el centro activo y que cataliza la oxidacién de etanol (y en menor medida de otros
alcoholes alifaticos de cadena corta, excepto metanol) por la coenzima nicotinamina adenina

dinuclétido (NAD+) produciendo NADH y acetaldehido segun el siguiente esquema de reaccién:

ADH
CH:CH,OH + NAD" —— C(CH;CHO = NADH + H

Cuando el NAD", se convierte de a NADH, hay un incremento en la absorbancia a 340 nm el cudl es una
buena medida del etanol presente en una muestra determinada.

Ciertos alcoholes altamente alifaticos pueden reaccionar con la ADH. La ADH de levadura es la mas
activa con etanol y su actividad disminuye conforme el tamafio del alcohol aumenta o disminuye,
alcoholes ramificados o secundarios, tienen muy poca actividad, en la Tabla 9 se muestra la reactividad

relativa de la enzima ADH con diferentes alcoholes.

La técnica consiste en deproteinizar la muestra colocando en un tubo para centrifuga 1.8 mL de acido
tricloroacético al 6.25% (peso/volumen), y adicionar 0.2 mL de muestra al mismo tiempo que se agita
la mezcla vigorosamente; posteriormente la muestra se centrifuga a 2000 rpm por 5 minutos vy
decantar el sobrenadante. Posteriormente se mezclan 0.1 mL de dicho sobrenadante con reactivo
NAD-ADH conteniendo 10umol de Nicotinamin adenin dinucleétido (NAD) y 850 unidades de alcohol

deshidrogenasa de levadura (ADH) (una unidad de ADH puede convertir 1 umol de etanol a



acetaldehido por minuto a pH 8.8 a 25°C) previamente disueltos en 16 mL de amortiguador de glicina
0.5M pH 9, la mezcla se agita vigorosamente e incuba 20 minutos a 37 °C en bafio de agua. Por ultimo
se lee la absorbancia de la muestra a 340 nm contra un testigo preparado en las mismas condiciones
pero conteniendo 0.05 mL de acido tricloroacético y 0.05 mL de agua en lugar de 0.1 mL de muestra. La
concentracion de etanol se calcula mediante la siguiente expresion:

Alcohol (mg/dL)= Azgonm X 223

Tabla 9. Reactividad relativa de la enzima ADH con diferentes alcoholes.

SUBSTANCIA REACTIVIDAD APROXIMADA (%)

Etanol 100
n-Butanol 40
Isopropanol 8
Metanol 0
Etilenglicol 1
Acetona 0

Tomada de Sigma-Ardrich, 2007.

8.11 Obtencidn de las curvas de crecimiento microbiano

Se realizaron por el método de diluciones, en solucion salina al 0.9% las cuales se sembraron en cajas
de Petri conteniendo MY y MRS para posteriormente ser incubadas a 30 °C en el caso de las levaduras
y a 36°C en el caso de los lactobacilos durante 48 h. Se cuentan las UFC y se calculan por mL de
muestra. Ademas se observd el cambio en el crecimiento microbiano de ambas cepas durante la
fermentacion del maiz previamente procesado (germinado, molido y cocinado) por separado y en

forma conjunta.

8.12 Adquisicidn de imagenes.
Las imagenes fueron obtenidas de tres granos de maiz diferentes. El criterio para la seleccion de las
semillas es el Diametro de Feret (longitud mayor) de 100 granos. La toma de la imagen se realizé con una

camara digital de 4.1 mega pixeles que se fijo a un soporte metalico, en el dispositivo se colocé una hoja de



papel milimétrico en el fondo como referencia. Las imagenes asi obtenidas fueron descargadas en una

computadora personal y analizadas con el programa Image J de dominio publico.

8.13Analisis de imagen y calculo de dimension fractal.

Se tomaron imagenes a diferentes tiempos de germinacidon con una cdmara digital conectada a su vez a
una computadora personal que cuenta con un programa de captura de imagen, la imagen digitalizada,
fue almacenada en formato de mapas de bits y a partir de ella se determind la dimensidn fractal de la
superficie por medio del método de Conteo de Cajas. El método consiste en la determinacion de
perimetros o areas de una imagen usando un algoritmo de geometria cuadrangular (caja o celda) de
diferentes tamafos con el cual se mide el perimetro o drea que ocupa el objeto. Los valores obtenidos
del nimero de cajas o celdas (Nr) contra el tamafio de la caja (r) se representan en un grafico

logaritmico, la pendiente de este grafico proporciona la dimension fractal (Chanona, 2004).

El proceso de analisis se describe a continuacién:

Imagen original.

Se aisla la imagen del fondo usando la herramienta
“Polygon selections” y la seleccion:

“Edit” 4

“Clear outside”

Se ajusta en contraste de la imagen:

“Image”

“Adjust”

“Brightness/Contrast” .

Hasta un valor de 249

Se convierte aimagen de 8 bits:

“Image”

llType” 4J
“8-bit”




Se segmenta la imagen:

“Image”

“Adjust”

“Threshold”

Hasta un valor de 85

De esta forma se obtiene una imagen donde el 4rea

cuantificable esta en color negro, por lo que se tiene que

invertir:

“Edit” o

“Invert” J
A partir de esta imagen se realiza la medicién de:

Escala: usando como referencia el papel milimétrico, se fija una escala de 308 pixeles : 1 cm

Analyze” — -

File Edit Image Process Analyze Pluging ‘Window Help

“Set Scale” e fmd o) el N P N PN P B AT W= Y

Area y didmetro de Feret: e - ox|

File  Edit

“Analyze” A

“Analyze particles” .

. Plot
1.69x0.81 cm (520x250), 8-hit; 126K

1045

D=1.9238

log {count)

089 log (box size) 4.16

Dimensidn fractal del area:
Analyze .
Tools J

Fractal Box Count




De esta forma se obtuvieron los datos correspondientes a:

El frente del grano: El costado del grano: El germen:

8.14Determinacidn de color.

Se determind el color de las muestras en el Espectrofotdmetro-Colorimetro (Milton Roy Color Mate
HDS), para ello, en el caso del grano de maiz durante la germinacién, la muestra fue molida
previamente a la determinacidon en un molino eléctrico, a partir de la coccién, la muestra fue vertida
directamente en una celda de vidrio dptico y se tomaron las medidas con el iluminante C y un angulo
de observaciéon de 10°, de esta forma, se obtuvieron los valores para L*, a*, b*, X, Y y Z de los sistemas
CIELAB y CIEXYZ. A partir de estos datos, se calcularon C, H, A complementaria y AE, los primeros

mediante las férmulas correspondientes y la A por medio de un diagrama cromatico.



9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1. Caracterizacion del maiz azul usado como materia prima.
Se adquirieron 7 Kg de maiz azul criollo en la poblacién de San Mateo Tepopula localizada en el estado
de Meéxico, dicho maiz cosechado en el mes de diciembre de 2004 provino de los cultivos
pertenecientes al Sr. Francisco Mendoza habitante de esta poblacion.
En la Tabla 10 se muestran las caracteristicas generales del maiz usado en este trabajo asi como los

correspondientes a maiz blanco del mismo origen.

Tabla 10. Comparacion de los valores obtenidos de peso hectolitrico, viabilidad del grano, energia
germinativa, capacidad germinativa y humedad de maiz azul y maiz blanco originarios de S.M. Tepopula, Edo.

Mex.
Determinacion Maiz Azul Maiz Blanco
Impurezas (%) 2.3% 1.1%
Aspecto Limpio, entero, con escasos Limpio, con escasos granos rotos y
granos rotos. color uniforme.

Peso hectolitrico (Kg/HL) 70.44 78.6

Viabilidad del grano (%) 92 92

Energia germinativa (%) 70.4 77

Capacidad germinativa (%) 93 98

Humedad (%) 13 12

En general, los parametros observados fueron los siguientes:

Impurezas. Se define como impurezas a los pedazos de maiz y toda materia extrafia que acompafia a la
semilla. Estas impurezas que incluyen el material fino (pedazos de endospermo), promueven el
desarrollo de insectos y hongos en el maiz por ser un sustrato mas disponible que el grano entero
(Gonzalez, 1995). La NMX-FF-034/1-SCFI-2002, especifica 3 grados de calidad del maiz de acuerdo a
diferentes aspectos entre los que se encuentran el porcentaje de impurezas, de acuerdo a dicha
norma, el maiz blanco (1.1%) se ubica en el nivel de calidad mds alto (grado 1) cuyo maximo de

impurezas es de 2%, mientras que el azul se ubica en el grado 2 que permite como maximo 2.5%.



Aspecto. El grano fue de aspecto limpio, entero, con escasos granos dafiados y sin contaminacion de

otras semillas.

Peso hectolitrico. Se realizé la prueba por triplicado, obteniéndose un valor de peso por hectolitro de
70.44 el cual es similar a los reportados por Salinas y col. (2003) que obtuvieron 71.2 Kg/HL para maiz
Chalquefio, 75.2 para maiz Azul cristalino de Chihuahua y 74.9 para maiz bolita. De acuerdo con De
Dios (1996), los granos secados de forma tradicional alcanzan un peso hectolitrico de hasta 81 Kg/HL
mientras que valores cercanos a 70 Kg/HL son caracteristicas de granos secados industrialmente; por
otro lado, la NMX-FF-034/1-SCFI-2002 establece que los granos de maiz destinados a la elaboracion de
tortillas deberan tener un peso hectolitrico minimo de 74 Kg/HL para ser considerados de buena
calidad. El peso hectolitrico estd relacionado con la dureza del grano, cuanto mayor sea este valor,
mayor es la dureza, en el caso del obtenido en este estudio, es caracteristico de maices de endospermo

suave (Salinas y col., 2003).

Viabilidad del grano. La respiracidon aerdbica incluye la eliminacién de electrones o atomos de
hidréogeno desde ciertos metabolitos intermediarios, y su transferencia al oxigeno para formar agua.
Este proceso de oxidacion libera gran cantidad de energia, parte de la que queda en el ATP, la
eliminacidn de electrones es catalizada por varias enzimas deshidrogenasas. Estas enzimas ademas
pueden transferir electrones a ciertos compuestos organicos que no se encuentran en las células vivas,
como por ejemplo el cloruro de 2,3,5- trifenil tetrazolio que se reduce por la accién de las
deshidrogenasas y cambia de un material sin color a un pigmento rojo llamado trifenil formazan, de
esta forma puede evaluarse la actividad de las deshidrogenasas en varios tejidos, de forma tedrica, las
células muertas son incapaces de respirar por que no tienen actividad de deshidrogenasas y no se
produce el pigmento rojo. Se considera como normal una viabilidad del 10% al 85%, regular entre 84%
y 75% , mediana de 70% a 50% y mala cuando es menor a 49% (Gonzdlez, 1995). Se realizé por
triplicado el experimento, obteniéndose 92% de granos viables (rojos), 8% de granos con baja
viabilidad (rosas) y no se encontraron granos muertos por lo que la viabilidad se interpreta como
normal, sin embargo la prueba tiene que complementarse con los valores de energia y capacidad

germinativa para considerarse fiable.



Energia germinativa. Se determiné por triplicado obteniéndose un valor de 70.4%.

Capacidad germinativa. Fue de 93% al realizarse la prueba por triplicado; este valor es aceptable pues
es mayor del 85% propuesto por Rosso y col. (1998) Ademas, es coincidente con los valores de

viabilidad observados.

En la Tabla 8 se muestran los valores para las determinaciones anteriores de maiz azul comparadas
con las obtenidas para maiz blanco obtenido de la misma fuente, se observa un valor mayor de peso
hectolitrico que si cumple con la NMX-FF-034/1-SCFI-2002; el valor de capacidad germinativa, es mayor
para el maiz blanco que para el maiz azul, lo cual al igual que el peso hectolitrico esta relacionada con
la temperatura de secado del maiz y su calidad. En el caso de viabilidad del grano, energia germinativa

y humedad, los valores son muy cercanos entre uno y otro maiz.

En la Tabla 11 se muestra el andlisis quimico proximal del mismo comparadas son las reportadas por
otros autores.

Tabla 11. Comparacidn de la composicidn del grano de maiz usado en este trabajo con algunos otros
reportados en la literatura.

Maiz Azul usadoen  Maiz Azul Elotes Maiz
este estudio Cuijingo 2* Chalquefios** promedio™***
Humedad (%) 13 10.5 12.2 12.5
Proteina (%) 7.6 6.7 --- 8.9
Grasa (%) 5.3 4.4 4.3
Fibra Cruda (%) 2.6 2.0
Carbohidratos (%) **** 71.5 76.4 72.2

*Cornejo, 2003

** Salinas y col., 2003

*** Solis, 1998

**** Cantidad obtenida por diferencia

Se puede observar que los valores obtenidos en el andlisis quimico proximal son muy cercanos a los
reportados por diversos autores, en el caso de la humedad, grasa y fibra cruda, se observa que los
valores son un poco mas altos en comparacién con las referencias citadas, mientras que la proteina se

sitla en un valor intermedio.

Segln Gonzalez (1995), para fines practicos de almacenamiento, no se debe permitir que el contenido

de humedad de los granos almacenados rebase el valor del contenido de humedad en equilibrio con



una humedad relativa de 70% que para maiz corresponde a 13.5%, en el caso de los maices estudiados
en el presente trabajo, ambos cumplen con dicha caracteristica. La NMX-FF-034/1-SCFI-2002 establece

un valor de 14% maximo.

Por otro lado, se determind la cantidad de compuestos fendlicos, antocianinas y capacidad
antioxidante del maiz sin procesar, en la Tabla 12 se muestran dichos valores comparados con los

obtenidos para maiz blanco.

La cantidad de antocianinas en maiz blanco es muy baja, mientras que las cantidades encontradas para
maiz azul, corresponden de forma aproximada a lo reportado por Sanchez vy col. (2003) quienes
encontraron valores desde 3.5 hasta 77.9 mg / 100g de maiz pigmentado de diversos tipos y origenes y

por (Cornejo, 2003) quien reportd un valor de 58 mg/100g de maiz azul Cuijingo 2.

Tabla 12. Comparacidon de la cantidad de antocianinas y compuestos fendlicos totales de maiz azul y blanco
originarios de S.M. Tepopula, Edo. Mex.

Determinacion Maiz Azul Maiz Blanco
Antocianinas (mg cianidina-3-glucosa / 100g de maiz) 53.94 1.03
Fenoles totales

Como mg ac. Galico/ 100 g de maiz. 84.57 96.80
Como mg ac. Ferulico/ 100 g de maiz 152.77 174.07

9.2. Determinacion de las condiciones de germinacién mas adecuadas.
Para determinar las condiciones de germinacién mas adecuadas, se tomaron en cuenta las condiciones
reportadas por Lappe y col. (1989) quienes hicieron observaciones de la elaboracion de tesgiiino en
una comunidad Tarahumara de Chihuahua, con base en las condiciones ambientales descritas por
ellos, se decidié elaborar un disefio experimental de Matriz Ortogonal de Taguchi usando el programa
de cdmputo Design Expert 7.0 (Stat Ease, 2005). Se tomaron en cuenta cuatro parametros con tres

niveles que se muestran en la Tabla 13.

El programa arrojé un diseio de 9 experimentos bajo las condiciones que se muestran en la Tabla 14.
En todos los casos la respuesta fue el porcentaje de germinacion de los granos, en la Tabla 15 se

muestran los resultados obtenidos.



Tabla 13. Parametros y niveles tomados en cuenta para determinar las condiciones 6ptimas de germinacion
de maiz azul por medio de un disefio experimental de Matriz Ortogonal de Taguchi.

PARAMETRO NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3

A Tiempo de remojo 24h 248h 72 h

B Cantidad de agua de remojo 100agua/ 200agua/ 400 mL agua/
100 g de maiz 100 g de maiz 100 g de maiz

C Temperatura de germinacion 20°C 25°C 30°C

D Tiempo de germinacion 24 h 48 h 96 h

Tabla 14. Serie de experimentos elaborados de acuerdo al disefio experimental de Matriz Ortogonal de
Taguchi para la optimizacion de las condiciones de germinacion de maiz azul.

EXPERIMENTO A B C D
1 3 2 1 B
2 1 1 1 1
B 2 1 2 B
4 1 3 3 3
5 3 3 2 1
6 2 3 1 2
7 1 2 2 2
8 2 2 3 1
9 3 1 3 2
Donde: 1 2 3
A Tiempo de remojo (h) 24 48 72
B Cantidad de agua de remojo (g de agua/ 100 g de grano) 100 200 400
C Temperatura de germinacién (eC) 20 25 30
D Tiempo de germinacion (h) 24 48 96

Al evaluar los valores en el programa, se obtuvo un nivel igual de importancia para los cuatro
pardmetros estudiados y una serie de 81 combinaciones de dichos factores de los cuales seis tuvieron
un nivel de conveniencia de 1 (Tabla 16) y uno de ellos un porcentaje de germinacién predicho de
90.6%, dicha combinacién se refiere a 24 h de remojo del grano, 200g de agua por cada 100g de
grano, temperatura de 25 2C y 96h de totales de germinacidn, al ser evaluados estos parametros

experimentalmente, se obtuvo un porcentaje de germinacién de 94% lo cual corrobora la prediccion.



Tabla 15. Resultados obtenidos para el diseiio experimental de Matriz Ortogonal de Taguchi para la
optimizacién de las condiciones de germinacién de maiz azul.

EXPERIMENTO % GERMINACION
52
10
74
68
36
44
76
34
30

OO0 NOOULLPE, WN -

Tabla 16. Combinaciones de factores obtenidos para la optimizaciéon de las condiciones de germinacion de
maiz azul con un nivel de conveniencia de 1.

Numero A B C D % Germinacion Conveniencia
1 1 2 2 2 76 1
2 1 2 2 3 90.6 1
3 2 2 2 3 90 1
4 3 2 2 3 78.6 1
5 1 3 2 3 86 1
6 2 3 2 3 85.3 1

9.3. Determinacion de las condiciones de elaboracidn del tesgiiino en el laboratorio.
La Figura 13 muestra el diagrama de elaboracién de tesgliino en el laboratorio, como puede
observarse, se tomd como base la preparacion tradicional del producto, a éste proceso basico, se le
modificaron algunos parametros de tal forma que se asignaron los valores correspondientes a las
condiciones de germinacidon previamente encontradas, se limitd la flora microbiana a dos

microorganismos (Lactobacillus plantarum y Saccharomyces cerevisiae) y se fijo la temperatura de

fermentacion en 30 °C pues se observd que en las condiciones de experimentacion, L. plantarum no
crece a temperaturas menores y S. cerevisiae, no resiste temperaturas superiores a 34°C. La razén para
estandarizar de esta forma el proceso, fue mantener constantes las condiciones de experimentacién

durante el desarrollo del presente trabajo.
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Figura 13. Valores considerados de los parametros para la elaboracion de tesgiiino de maiz azul durante este
trabajo.



9.4. Cambios de humedad durante el proceso de elaboracidon del tesgiiino.
En las Figuras 14-18 se muestran los graficos correspondientes a las variaciones de humedad durante
las diferentes etapas de elaboracion del tesgiiino, durante la primera etapa correspondiente a la
germinacién (Figura 14), la humedad aumenta rapidamente durante las primeras 24 h, periodo de
imbibicion del grano en que la absorcidn de agua es mayor, posteriormente, el contenido de agua
aumenta a menor velocidad hasta mantenerse practicamente constante durante las ultimas 24h,
periodo en que comienza a emerger la radicula, el comportamiento durante las primeras 70 h de
germinacién, es congruente con lo observado en las fases | y Il reportadas por Vazquez y col. (1997)
(Figura 4), la fase Ill, no se observa debido a que en este caso, la germinacidn no ocurre en condiciones
de campo (semilla en tierra) y el aporte de humedad del suelo no existe, la ganancia de humedad en

esta etapa del proceso es de 30% aproximadamente.

Los pasos siguientes a la germinacién son la molienda y posterior coccién del germinado, el germinado
de maiz, se muele y se mezcla con agua (4.3 litros de agua por cada kilogramo de germinado) para
someterlo a una coccién a 942C por 8 horas, durante este proceso, el agua perdida por evaporacion es
continuamente sustituida de tal forma que la humedad permanece entre 86% y 88% durante todo el
proceso, la coccidn se realizé en dos lotes, el lote 1 con 120h de germinacién y el segundo con 96
(Figura 13). Ya que la mezcla de coccidn debe mantenerse constantemente en agitacion (para lo que se
usé un agitador magnético), mantener constante la humedad fue complicado, por ello, en las Figuras
15y 16 puede observarse la variacién de humedad con respecto al tiempo debidas a diferencias en los
volumenes agregados cada vez.

La ultima parte del proceso es la fermentacion, los cultivos utilizados fueron S. cerevisiae y L.
plantarum, cepas NRRL B-12632 y NRRL B-4495. Los microorganismos liofilizados, fueron reactivados
en medio YM y medio MRS respectivamente.

Ambas cepas fueron inoculadas al mismo tiempo, al 2.5 % la levadura y al 1% el lactobacilo. La
fermentacion inicial fue de 24 h, al término de este tiempo, se incorpord en maiz que se dejé germinar
24h mas después de ser procesado (cocinado y colado) de la misma manera que la mitad inicial, una
vez mezclados ambos lotes, se llevd a cabo una segunda etapa de la fermentacion de 32 h
obteniéndose el producto final. Durante este proceso, la humedad de la muestra se mantuvo

practicamente constante entre 91 y 92%. (Figura 17)
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Figura 14. Grafico de la variacidon de la humedad con respecto al tiempo en la etapa de germinaciéon de maiz
azul para la elaboracidn de Tesgiiino.
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Figura 15. Grafico de la variacidn de la humedad con respecto al tiempo en la etapa de coccidon del Lote 1 de
germinado de maiz azul para la elaboracion de Tesgiiino.
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Figura 17. Gréfico de la variacién de la humedad con respecto al tiempo en la etapa de fermentacion para la

elaboracidon de Tesgiiino de maiz azul.



En general, durante la etapa de germinacion, la humedad aumenta 2.26 veces con respecto a la inicial,
para la etapa de coccidn era 5.65 veces mayor que la del grano seco vy al final del proceso, el contenido
de agua fue 5.8 veces mayor que al inicio. En la Figura 18, se muestran los porcentajes maximos de

humedad para cada etapa.
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Figura 18. Contenido de humedad maximo durante las cuatro etapas principales del proceso de elaboracion
de tesgiiino.

9.5. Cambios estructurales del grano de maiz con respecto al tiempo de germinacion.

Se obtuvieron imdagenes a diferentes tiempos de germinacién, desde la primera etapa de remojo,
hasta la emergencia de la radicula en tres semillas diferentes, usando como criterio para su seleccion el
diametro de Feret (en la Tabla 16 se muestra el analisis estadistico correspondiente) en las Figuras 19
y 20 se muestran como ejemplo las imdgenes de uno de los granos.

Las imdagenes correspondientes a los frentes de las semillas fueron utilizadas para aislar la parte
correspondiente al germen. Se observa un evidente aumento de volumen en la imagen de 24h,
mientras que la emergencia de la radicula se comienza a hacer patente entre las 70 y las 72 horas, al
final del experimento el crecimiento es evidente (Figura 19).

A partir de las imagenes obtenidas y siguiendo la metodologia antes mencionada (ver Métodos, punto
8.13) se obtuvieron los datos correspondientes a los valores del area, didmetro de Feret (dF) y

dimension fractal (Df), los graficos correspondientes se muestran en las Figuras 21 a 38. Las Figuras 21,



22,27, 28, 33 y 34 muestran el cambio en la magnitud del area con respecto al tiempo, mientras que
las Figuras 21, 27 y 33 muestran los valores individuales, las Figuras 22, 28 y 34 muestran los
promedios, a pesar de que son diferentes para cada semilla de forma individual, el comportamiento
gue observan es el mismo, al igual que el contenido de agua, aumenta rapidamente durante las
primeras horas para posteriormente mantenerse relativamente constante. Las variaciones en
magnitud del diametro de Feret se observan en las Figuras 23, 24, 29, 30, 35 y 36, al igual que en el
caso de la magnitud del area, las Figuras 23, 29 y 35 muestran los valores individuales y las Figuras 24,
30 y 36 los valores promedio, en el caso del grano entero en ambas vistas (frente y costado, figuras
23, 24, 35 y 36 respectivamente), se observa mas uniformidad que en el caso de las areas, cuando
menos en el tiempo cero, esto es debido a que fue este parametro el que se tomd como criterio de
seleccion, no asi para el dF del germen cuyo valor es independiente del grano entero, sin embargo,

también se registra en general un aumento con respecto al tiempo de germinacién (Figuras 29 y 30).

Tabla 16. Pardmetros estadisticos en base al didAmetro de Feret usados para la seleccidn de las semillas
empleadas en el analisis de imagen.

Media 1.957
Error tipico 0.0128
Mediana 2
Moda 2
Desviacion estandar 0.1281
Varianza de la muestra 0.0164
Coeficiente de asimetria -0.5264
Rango 0.4
Minimo 1.7
Maximo 2.1
Suma 195.7
Cuenta 100
Nivel de confianza (95.0%) 0.0254

Al comparar los graficos de humedad, area y didametro de Feret con respecto al tiempo de germinacién
(Figuras 25, 31 y 37), se observa que todos los parametros aumentan rdpidamente durante las
primeras 8 horas para posteriormente aumentar a menor velocidad hasta mantenerse practicamente
constantes aproximadamente a las 24 horas en el caso del frente y del germen. En el caso del costado,

se observan aumentos aun al final del experimento, esto es porque la radicula emerge en esta



direccion. En el caso de la dimensidn fractal, se observan 3 picos recurrentes en las tres tomas, el
primero aproximadamente entre las 4y 7 horas, siendo mas rapido en el caso del costado del grano, el
segundo pico se da a las 48h en el caso del frente y el germen y a las 50h en el caso del costado
mientras que el tercer pico se ubica a las 76h en el caso del frente y el germen y a las 72h en el
costado. Tomando en cuenta que la dF es una medida de la irregularidad de la semilla, el primer pico
podria ser atribuido a que el hinchamiento del grano provoca que la irregularidad vaya disminuyendo
por la acumulacion de agua en el interior, el tercer pico corresponde al tiempo que como se menciond

anteriormente, la radicula es evidente, es decir, el grano ha germinado. El segundo pico en cuestién, se

cree que pudiera deberse al crecimiento interno de la radicula (antes de ser visible).

Oh

Figura 19. Imagenes obtenidas de maiz (frente) a diferentes tiempos de germinacion
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Figura 20. Imagenes obtenidas de maiz (costado) a diferentes tiempos de germinacion.
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Figura 21. Grafico de la variacién de la magnitud del area del frente del grano de maiz azul con respecto al

tiempo de germinacion.
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Figura 22. Grafico de la variacidon de la magnitud promedio del drea del frente del grano de maiz azul con
respecto al tiempo de germinacidn.
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Figura 23. Grafico de la variacidn de la magnitud del diametro de Feret del frente del grano de maiz azul con
respecto al tiempo de germinacion.
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Figura 24. Grafico de la variacidn de la magnitud promedio del diametro de Feret del frente del grano de maiz
azul con respecto al tiempo de germinacion.
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Figura 25. Grafico de la variacién de humedad, area y diametro de Feret del frente del grano de maiz azul con
respecto al tiempo de germinacién.
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Figura 26. Grafico de la variaciéon de humedad y la dimensién fractal del frente del grano de maiz azul con
respecto al tiempo de germinacion.
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Figura 27. Grafico de la variacidn de la magnitud del area del germen del grano de maiz azul con respecto al
tiempo de germinacion.



2.2

2_
L J
;~18 1 |le <+
§16ﬁ+
(¢°]
£ 1.4
\< —
¢
1.2 -
1 I I I I 1
0 20 40 60 80 100

tiempo (h)

Figura 28. Grafico de la variacidn de la magnitud promedio del drea del germen del grano de maiz azul con
respecto al tiempo de germinacién.
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Figura 29. Grafico de la variacién de la magnitud del diametro de Feret del germen del grano de maiz azul con
respecto al tiempo de germinacién.
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Figura 30. Grafico de la variacidn de la magnitud del diametro de Feret promedio del germen del grano de
maiz azul con respecto al tiempo de germinacion.
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Figura 31. Grafico de la variacién de humedad, area y diametro de Feret del germen del grano de maiz azul
con respecto al tiempo de germinacidn.
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Figura 32. Grafico de la variacion de humedad y la dimension fractal del germen del grano de maiz azul con
respecto al tiempo de germinacidn.
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Figura 33 . Grafico de la variacién de la magnitud del area del costado del grano de maiz azul con respecto al
tiempo de germinacion.
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Figura 34. Grafico de la variacidn de la magnitud promedio del drea del costado del grano de maiz azul con
respecto al tiempo de germinacién.
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Figura 35 . Grafico de la variacion de la magnitud del didmetro de Feret del costado del grano de maiz azul con
respecto al tiempo de germinacién.
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Figura 36. Grafico de la variacion de la magnitud del didmetro de Feret promedio del costado del grano de
maiz azul con respecto al tiempo de germinacion.
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Figura 37 . Grafico de la variaciéon de humedad, area y diametro de Feret del costado del grano de maiz azul
con respecto al tiempo de germinacidn.

dFeret(cm)



48 - T 2.95
+ 2.95
+ 2.94
T 2.94
-+ 2.93
-+ 2.93

1Y
(.-\_ ) "\ + 292
» \u + 292

% Humedad
Dimension fractal

J

/ T 291

—&— % de humedad —=— Df T 291
: ' ' 2.90

0 20 40 60 80 100

tiempo de germinacion (h)

Figura 38. Grafico de la variacion de humedad y la dimensidn fractal del costado del grano de maiz azul con
respecto al tiempo de germinacion.

En trabajos realizados por A Dell’Aquila (2005), se utilizdé un sistema de adquisicién y andlisis de imagen
para investigar el uso de este para evaluar la duracién de las fases de imbibicién y elongacion de la
radicula de semillas de brécoli y rdabano, en dicho estudio, se adquirieron imagenes bidimensionales
de dichas semillas y se observaron sus cambios en tamafio y forma durante las tres fases de la
germinacioén. Al igual que en este estudio, encontraron un aumento rapido en la magnitud del area de
la semilla durante las primeras horas del proceso, al término de esta fase |, un punto de inflexién
(Figura 25) correspondiente al inicio de la fase 2 en que el area de la semilla aumenta a baja velocidad
y un segundo punto de inflexién correspondiente al inicio de la fase 3 de elongacién de la radicula, con
un aumento rapido en la magnitud del darea nuevamente, ésta uUltima etapa no se muestra en este
estudio debido a que solo se registraron imdagenes hasta antes de la aparicidn visual de la radicula. De
acuerdo con el autor antes mencionado, el analisis de imagen es una herramienta objetiva y precisa de
describir los fendmenos estructurales ocurridos durante la germinacién de las semillas comparado con

los métodos tradicionales basados en la inspeccién visual y las medidas manuales, los resultados de



este andlisis, pueden ser utilizados para estimas la duracién de los tratamientos osméticos, salinos o de
altas temperaturas a que son sometidas las semillas para evaluar su vigor y tolerancia al estrés.

En un estudio posterior (2007) publicado por el mismo autor (A Dell’Aquila), se menciona a la magnitud
de drea (euclidiana) como el pardmetro mas sensible para monitorear las fases de absorcidon de agua
durante la germinacién, ademds se sugiere que el andlisis de imagen de las semillas durante su
germinacion, representa una técnica innovadora para determinar la calidad de las semillas, clasificarlas
e identificarlas (usando técnicas mas complejas como el andlisis de imagenes tomadas por medio de
Rayos-X), siendo este tipo de técnicas rdpidas, econdmicas, no destructivas y precisas.

No existen referencias con respecto al uso en este contexto de la geometria fractal, sin embargo, los
tres picos observados en el valor del area fractal del grano, pudieran relacionarse a las tres fases ya
mencionadas lo que tendria que verificarse con estudios posteriores mds detallados que incluyesen
pruebas bioquimicas y cortes transversales, de verificarse dicho fendmeno, ya que los picos son mas
pronunciados que en el caso del area euclidiana, el cdlculo de la dimensidn fractal podria ser un
pardmetro mas preciso para la determinacion de las diferentes fases de absorcién de agua durante el

proceso de germinacién de granos y semillas.

9.6. Cambios en la cantidad de compuestos fendlicos totales durante el proceso de elaboracion
del tesgiiino.

El cambio en compuestos fendlicos expresado como mg de ac. galico o de ac. ferulico por cada 100g de
maiz se calculé interpolando en dos curvas tipo (una para cada acido, Figuras 39y 40 ). Al igual que en
el contenido de antocianinas, la de compuestos fenélicos aumenta durante la germinacion (189%)
(Figura 41), como ya se discutid anteriormente, debido probablemente a la sintesis de nuevos
compuestos fendlicos como respuesta al estrés (Deosthale, 2003)
Durante la coccion (Figuras 42 y 43), al igual que con la cantidad de antocianinas, hay un decremento
importante, de 42% debido probablemente a la temperatura y el tiempo de coccion asi como la
exposicidn a la luz y al oxigeno, pues el proceso se llevd a cabo con agitacidén constante. Del Pozo y col.
(2006) reportan pérdidas del 54 % de compuestos fendlicos totales durante el proceso de
nixtamalizacién de maiz azul mexicano.

En la fermentacidn (Figura 35), se observa un aumento de 74% con respecto al final de la coccién.
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Figura 39. Curva tipo de acido galico empleada en la determinacidén de fenoles totales.
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Figura 40. Curva tipo de acido ferulico empleada en la determinacion de fenoles totales.
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Figura 41. Grafico de la variacidn de compuestos fendlicos totales, expresados como acido galico y acido
ferulico con respecto al tiempo de germinacidn de maiz azul para la elaboracidén de tesgiiino.
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Figura 42. Grafico de la variacidon de compuestos fendlicos totales, expresados como acido galico y acido
ferulico con respecto al tiempo de coccion del Lote 1 de germinado de maiz azul para la elaboracion de

tesgiiino.
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Figura 43. Grafico de la variacidn de compuestos fendlicos totales, expresados como acido galico y acido
ferdlico con respecto al tiempo de coccion del Lote 2 de germinado de maiz azul para la elaboracién de

tesgiiino.
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Figura 44. Grafico de la variacion de compuestos fenolicos totales, expresados como acido galico y acido
ferulico con respecto al tiempo de fermentacidn para la elaboracién de tesgiiino de maiz azul.
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La Figura 36 muestra los resultados obtenidos para la cantidad de compuestos fendlicos totales
expresados tanto como mg de acido gdlico como mg de acido ferdlico, la cantidad final

considerablemente mayor con respecto a la inicial, la diferencia es de 101% aproximadamente.
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Figura 45. Cambios en el contenido de compuestos fendlicos totales en las diferentes etapas de preparacion
de tesgiiino de maiz azul.

9.7. Cambios en la cantidad de antocianinas totales durante el proceso de elaboracion del
tesgiiino.

La cantidad de antocianinas presentes en el maiz durante su procesamiento fue expresada en términos
de cianidina 3-glucdsido ya que diversos autores (Escribano, 2004) la reportan como la que se
encuentra en mayor proporcidon en semillas, flores y hojas de la planta de maiz pigmentado, a ésta
antocianina le sigue la pelargonidina 3-glucésido.
Como se menciond con anterioridad, existen multiples reportes con respecto a los métodos de
extraccién de antocianinas, todos ellos tratan de extraer cierta cantidad de muestra (fresca, seca o
liofilizada) con alguna solucidon extractora compuesta de uno o varios disolventes, entre los mas
comunes se encuentran reportados en la literatura el etanol, el metanol y la acetona, de estos, se

eligieron los alcoholes que son de mas facil manejo lo cual fue deseable debido al gran nimero de
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muestras a extraer, de éstos, se realizaron pruebas de extraccién en medio acidificado y sin acidificar,
en una extraccion continua de 24 h y en la extraccidn en dos etapas de 1 h con cambio de disolvente,
los resultados de dichos tratamientos se muestran en la Tabla 17, como puede observarse, los mejores
rendimientos se obtuvieron con metanol y etanol acidificados en la extraccién en dos etapas, siendo en
éste ultimo disolvente el de mayor extraccidén (Figura 46) y por tanto el utilizado para el resto de las

determinaciones.

Tabla 17. Extraccion de antocianinas de maiz azul usado en este trabajo con diferentes soluciones extractoras.

Solvente Cantidad de Solvente Tiempo de Extraccion mg de cianidina 3-
(mL) (h) glucésido/ 100 g de maiz
1. Metanol 80% 60 1+1 36.5
2. Metanol 80%/1% HCI 1 N 60 1+1 53.3
3. Etanol95% 60 1+1 24.9
4. Etanol95% /HCI1N 60 1+1 56.7
5. Metanol 80% 30 24 33.9
6. Metanol 80%/1% HCI 1 N 30 24 51.6
7. Etanol95 % 30 24 8.2
8. Etanol95% /HCI1 N 30 24 50.4
~N
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Figura 46. Grafico de la cantidad de antocianinas extraidas con los diferentes tratamientos especificados en la
Tabla 17.
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Los cambios en la cantidad de antocianinas se muestran en las Figuras 47, 48, 49 50 y 51. Durante la
germinacién (Figura 47), se observa que durante el tiempo de imbibicién del grano en agua, no hay
practicamente cambios en la cantidad de, sin embargo, al iniciarse la fase 2 de la germinacién en que
hay profundos cambios bioquimicos (Mohd y col.,1980) la cantidad aumenta (53%). Esto puede
deberse por un lado a que durante el proceso, hay ruptura celular (Moreno, 1996) lo cual pude dejar
libres dichos compuestos y por otro a que durante la germinacién de las semillas, se promueven las
respuestas de defensa a través de la biosintesis de compuestos fendlicos (Randhir y col., 2004).

Durante la coccidn del germinado de maiz (Figuras 48 y 49), se observa una disminucién importante en
antocianinas, aproximadamente 89% de la cantidad registrada al final de la germinacion, esto debido
probablemente a la exposicion de la mezcla al oxigeno (ya que se agitd constantemente durante 8h) y
al calor (94 2C por el mismo periodo). En estudios realizados por (Del Pozoy col,. 2006) se reportan
pérdidas de 37, 54 y 75% en antocianinas durante la nixtamalizacién, elaboraciéon de tortillas y
elaboracién de totopos respectivamente, usando como materia prima “maiz azul mexicano”, reportan
gue la estabilidad de dichos compuestos, estd ligada a la presencia de otros compuestos fendlicos
dentro de las matrices alimenticias, por tanto, dependera de cada raza de maiz y de las condiciones de

cultivo, cosecha y almacenamiento.
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Figura 47. Grafico de variacion de antocianinas expresadas como cianidina 3-glucdsido durante la etapa de
germinacion del maiz azul para la elaboracion de tesgiiino.
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Figura 48. Grafico de variacidn de antocianinas expresadas como cianidina 3-glucésido durante la etapa de
coccidn del Lote 1 del germinado de maiz azul para la elaboracién de tesgiiino.
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Figura 49 . Grafico de variacion de antocianinas expresadas como cianidina 3-glucdsido durante la etapa de
coccion del Lote 2 del germinado de maiz azul para la elaboracidn de tesgiiino.
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Figura 50. Grafico de variacidon de antocianinas expresadas como cianidina 3-glucésido durante la etapa de
fermentacion para la elaboracion de tesgiiino de maiz azul.

Durante la etapa de fermentacion (Figura 50), se observa que la cantidad de antocianinas permanece
relativamente constante, variando solo de 9.80 a 9.45 mg de cianidina 3-glucésido por cada 100g de
sélidos, posiblemente debido a que los microorganismos empleados no tienen actividad de a o B
glucosidasa. En general, la cantidad de antocianinas disminuye cerca de 80% con respecto a la
cantidad inicial a pesar de aumentar 43% durante el proceso de germinacién. En la Figura 51 se

resumen los cambios de antocianinas en cada etapa del proceso.
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Figura 51. Contenido de antocianinas maximo durante las cuatro etapas principales del proceso de
elaboracidn de tesgiiino.
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9.8. Cambios en la capacidad de secuestro de radicales libres durante el proceso de elaboracion
del tesgiiino.

En el caso de la determinacién de actividad antioxidante, en una primera serie de muestras tratadas
con la técnica de DPPH, se observé que el pH del extracto afecta de forma considerable la
determinacioén tal y como lo reportan Borkowski y col. (2005). En pH cercano a 1 (el de los extractos
tanto de antocianinas como de fenoles), la extincidn del radical libre es practicamente espontdnea aun
si las pruebas se realizan usando la solucién extractora solamente, debido a esto, se hicieron pruebas
para observar a que pH no se promueve la extincién del radical y se encontré que en pH cercano a 5, el
radical es lo suficientemente estable para realizar las determinaciones (Figura 52). Ya que la extraccién
de antocianinas requiere de pH cercanos a 1 pues es donde se obtuvieron los valores mayores de
extraccidén (donde son mas estables), los pH se ajustaron a 5 con NaOH 3 N después de obtenido el
extracto, sin embargo, ya que los extractos se obtienen en soluciones alcohdlicas, al adicionar la
solucién acuosa de NaOH se tornaron opacos por lo que se decidid, realizar extracciones por separado
para esta determinacion las cuales se llevaron a cabo con etanol absoluto sin acidificar.
En el caso del radical ABTS+, se llevaron a cabo pruebas a distintos pH para verificar su estabilidad
mostrando variaciones apenas perceptibles entre un pH y otro (Figura 53), por ello, las extracciones

para esta determinacion se llevaron a cabo en etanol acidificado (pH 1).
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Figura 52. Estabilidad del radical DPPH con respecto al pH
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Figura 53. Estabilidad del radical ABTS" con respecto al pH

Se realizaron las curvas de % de inhibicidn de cada radical con respecto a diferentes concentraciones
de Trolox (Figuras 54 y 55), antioxidante artificial usado como referencia para determinar los

equivalentes de trolox de distintas sustancias secuestrantes de radicales libres.
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Figura 54. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH" con respecto a la concentracion de TROLOX.
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Figura 55. Porcentaje de inhibicion del radical ABTS" con respecto a la concentracion de TROLOX.

El % de inhibicién fue calculado midiendo la absorbancia de un testigo (sin decoloracion o 0% de

inhibicién) y la de la muestra.

+

En las Figura 56 se muestran las variaciones del porcentaje de inhibicién de los radicales DPPH"y ABTS
en relacién a la concentracion de antocianinas y compuestos fendlicos durante la germinacién de
tesgliino, como se puede observar, existe una relacion directa entre la cantidad de dichos fitoquimicos
y la actividad de secuestro de radicales libres (ASRL), como ya se menciond con anterioridad, estos
compuestos aumentan durante la germinacion aumentando a la par la a ASRL. En las Figuras 57 y 58 se
muestra de forma individual la ASRL expresada como % de inhibicidon y umol de trolox equivalentes por
gramo, puede notarse que para ambos radicales la tendencia es similar, lo mismo se observa en la
Figura 59 en que ademas puede observarse que la ASRL medida en funcién del ABTS", registra valores

menores de umol de trolox equivalentes, ésta tendencia se observd en todas las etapas.

Durante la coccién hay una disminucién en la ASRL a la par de la disminucién en la concentracién de los
compuestos fendlicos vy las antocianinas (Figuras 60-67), la misma tendencia se observa en los dos
lotes; en la fermentacidn aumenta por efecto del aumento en compuestos fendlicos principalmente

(Figuras 68-71) .
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Figura 56. Variacion de la actividad de secuestro de radicales libres expresada como porciento de
inhibicién de los radicales libres DPPH® y ABTS® comparada con la concentracién de antocianinas
(expresadas como cianidina 3-glucésido) y compuestos fendlicos totales (expresados como acido
ferulico) durante la germinacion de granos de maiz azul para la elaboracion de tesgiiino.
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Figura 57. Variacidn de la actividad de secuestro de radicales libres expresada como porciento de
inhibiciéon del radical libres DPPH® y como pumol de trolox por gramo de muestra durante la
germinacion de granos de maiz azul para la elaboracidén de tesgiiino.
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Figura 58. Variacidon de la actividad de secuestro de radicales libres expresada como porciento de

inhibicién del radical libres ABTS® y como pmol de trolox por gramo de muestra durante la
germinacion de granos de maiz azul para la elaboracidén de tesgiiino.
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Figura 59. Variacion de la actividad de secuestro de radicales libres (DPPH® y ABTS®) expresada como
pumol de trolox por gramo de muestra durante la germinacion de granos de maiz azul para la
elaboracion de tesgiiino.
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Figura 60. Variacion de la actividad de secuestro de radicales libres expresada como porciento de
inhibicién de los radicales libres DPPH® y ABTS® comparada con la concentracién de antocianinas
(expresadas como cianidina 3-glucdsido) y compuestos fendlicos totales (expresados como acido
ferulico) durante la coccion (lote 1) de germinado de maiz azul para la elaboracién de tesgiiino.
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Figura 61. Variacion de la actividad de secuestro de radicales libres expresada como porciento de

inhibicién del radical libres DPPH® y como pmol de trolox por gramo de muestra durante la cocciéon
(lote 1) de germinado de maiz azul para la elaboracién de tesgiiino.
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Figura 62. Variacidon de la actividad de secuestro de radicales libres expresada como porciento de
inhibicion del radical libres ABTS® y como pmol de trolox por gramo de muestra durante la
coccion (lote 1) de germinado de maiz azul para la elaboracidon de tesgiiino.
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Figura 63. Variacién de la actividad de secuestro de radicales libres (DPPH® y ABTS’) expresada
como pmol de trolox por gramo de muestra durante la coccion (lote 1) de germinado de maiz azul

para la elaboracion de tesgiiino.
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Figura 64. Variacion de la actividad de secuestro de radicales libres expresada como porciento de
inhibicién de los radicales libres DPPH® y ABTS® comparada con la concentracién de antocianinas
(expresadas como cianidina 3-glucésido) y compuestos fendlicos totales (expresados como acido
ferulico) durante la coccion (lote 2) de germinado de maiz azul para la elaboracidén de tesgiiino.
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Figura 65. Variacion de la actividad de secuestro de radicales libres expresada como porciento de

inhibicién del radical libres DPPH* y como pumol de trolox por gramo de muestra durante la coccién
(lote 2) de germinado de maiz azul para la elaboracidén de tesgiiino.
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Figura 66. Variacion de la actividad de secuestro de radicales libres expresada como porciento de

inhibicién del radical libres ABTS® y como pmol de trolox por gramo de muestra durante la coccién
(lote 2) de germinado de maiz azul para la elaboracidén de tesgiiino.
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Figura 67. Variacion de la actividad de secuestro de radicales libres (DPPH® y ABTS’) expresada

como pumol de trolox por gramo de muestra durante la coccion (lote 2) de germinado de maiz azul
para la elaboracidn de tesgiiino.
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Figura 68. Variacion de la actividad de secuestro de radicales libres expresada como porciento de
inhibicién de los radicales libres DPPH® y ABTS® comparada con la concentracién de antocianinas
(expresadas como cianidina 3-glucésido) y compuestos fendlicos totales (expresados como acido
ferdlico) durante la fermentacion de maiz azul germinado y cocido para la elaboracion de tesgiiino.
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Figura 69. Variacion de la actividad de secuestro de radicales libres expresada como porciento de
inhibicién del radical libres DPPH® y como pumol de trolox por gramo de muestra durante la
fermentacion de maiz azul germinado y cocido para la elaboracidn de tesgiiino.
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Figura 70. Variacion de la actividad de secuestro de radicales libres expresada como porciento de
inhibicion del radical libres ABTS* y como pmol de trolox por gramo de muestra durante la
fermentacion de maiz azul germinado y cocido para la elaboracion de tesgiiino.
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Figura 71. Variacién de la actividad de secuestro de radicales libres (DPPH® y ABTS’) expresada
como pumol de trolox por gramo de muestra durante la fermentaciéon de maiz azul germinado y

cocido para la elaboracion de tesgiiino.
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En el caso de la ASR DPPH®, se observa un disminucion global del 20%, sin embargo en el caso de la ASR
ABTS+, dicha disminucién es apenas perceptible, cabe mencionar que en esta determinacion, los
cambios en absorbancia son apenas detectables, lo que aumenta el nivel de incertidumbre de la
prueba. Del Pozo y col. (2006) encontraron disminuciones en la capacidad antioxidante de 12%, 24% y
49% entre el maiz azul mexicano usado como materia prima y el maiz nixtamalizado, tortillas y totopos
respectivamente. La Figura 72 muestra los cambios globales en la actividad antioxidante durante el
procesamiento del maiz azul para la elaboracidn de tesgliino, se pueden observar las tendencias antes

sefialadas.

B % de inhibicion DPPH
W % de inhibicién ABTS
[ Eq. Trolox (umol trolox/ g) DPPH
O Eq. Trolox (umol trolox/ g) ABTS

Actividad de secuestro de radicales

Etapas del proceso

Figura 72. Actividad antioxidante expresada como % de inhibicién del radical libre DPPPH" en las
diferentes etapas de elaboracidn de tesgiiino de maiz azul.

9.9. Cambios de color durante el proceso de elaboracién de tesgiiino.
En la tabla 18 se muestran los diferentes valores obtenidos en la determinacién de color del maiz azul durante el
proceso de germinacion, los valores al tiempo Oh corresponden al maiz sin tratamiento, los valores obtenidos, al
ser comparados con los reportados por Salinas (2003)que para maiz azul son: Luminosidad (L) de 64.31, un valor
de a de 1.68 y de b de 1.52, se observa que L es muy similar mientras que a y b son menores, en el caso de a,

ambos son positivos, lo que corresponde a tonalidades rojas mientras que para b, el valor obtenido en este
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trabajo es negativo lo cual corresponde a tonalidades azules, mientras que en los reportados por Salinas es
positivo, es decir hacia las tonalidades amarillas.

Como puede observarse en la Figura 73, conforme avanza el tiempo de germinacion, la luminosidad disminuye
en aproximadamente 10 unidades.

Con los parametros L, a y b, fue calculada la diferencia de color (AE*) en ésta etapa del proceso arrojando un
valor de 11.3

Ademas se calcularon los valores de Tono y Saturacidn cuyas variaciones se muestran en las Figuras 75 y 76.
Como puede observarse, en el caso del tono aumenta durante la primera etapa de la germinacién para
posteriormente disminuir ligeramente.

En el caso de la saturacién los valores son muy bajos, ubicandose dentro de la zona de los colores acromaticos,
gue son aquellos situados en la zona central del circulo cromatico y que tienen tan poca saturacién que no se

aprecia en ellos el matiz original (Figura 73) (Moreno, 2004).

. ¥

Figura 73. Representacion de los colores acromaticos (Moreno, 2004).

Usando los pardmetros X, Y y Z, fueron calculadas las coordenadas x y y que al ser medidas en el diagrama
cromatico (Figura 8) arrojaron los valores para longitud de onda presentados en la Tabla 18 cuyo promedio es de
557 nm (colores verdes).

Como se puede observar, las coordenadas son muy cercanas a las determinadas para el iluminante C, estando

ubicadas dentro de la zona acromatica antes mencionada.
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Tabla 18. Parametros de color obtenidos durante la etapa de germinacion del maiz azul utilizado en
este trabajo.

Z

GERMINACION

t(h) L a b X Y Z AE* c* H* X y z A

0 7196 0.48 -1.49 42.67 4359 49.15 11.30 1.57 287.7 0.315 0.322 0.363 577.00
24 67.65 0.92 -1.58 36.84 37.49 4498 1.83 300.4 0309 0.314 0.377 551.00
48 68.01 1.24 -1.59 37.43 37.99 45.59 2.02 307.8 0.309 0.314 0.377 551.00
72 64.87 1.72 -0.89 33.54 33.89 40.11 1.93 3327 0312 0.315 0.373 551.00
96 63.70 1.84 -1.39 32.13 32.42 38.82 2.30 323 0.311 0.314 0.376 551.00
120 6093 1.31 -0.47 28.93 29.32 3441 1.39 340.1 0.312 0.316 0.371 551.00
168 60.69 1.28 -1.34 29.04 29.16 37.02 1.86 313.6 0.305 0.306 0.389 568.00

L (luminosidad)

24

tiempo (h)

120

168

Figura 74. Variacion de la luminosidad de harina de maiz azul a diferentes tiempos de germinacion
del grano.
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Figura 75. Variacion del tono de harina de maiz azul a diferentes tiempos de germinacion del grano.
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Figura 76. Variacion de la saturacion o croma de harina de maiz azul a diferentes tiempos de
germinacion del grano.

En la Tabla 19 se muestran los valores de color obtenidos y calculados para la etapa de coccidn, como
puede observarse, los valores de luminosidad contindan disminuyendo, aunque, como puede
observarse en la Figura 77, los valores bajan principalmente en la primera hora del proceso, hay que
recordar que durante esta etapa, la temperatura es en promedio de 88°C por lo que ademas de haber
grandes pérdidas en pigmentos (Antocianinas), se llevan a cabo reacciones como las de Maillard que
afectan el color del producto, de hecho, al inicio de la coccidn se percibe un color morado en el atole y
al llegar a 1h, el color se percibe café rojizo.

Durante esta etapa, el tono cambia hacia los rojizos y amarillos (Figura 78) vy la saturacion aumenta
ligeramente (Figura 79) aunque no lo suficiente para dejar el circulo de los colores acromaticos.

En cuanto a la diferencia de color, entre las Oh y las 8h de coccidn es de 20.28 unidades, esto casi el
doble de la diferencia durante el proceso de germinacién.

La longitud de onda, tiene un ligero aumento, en promedio en esta etapa es de 584 nm (amarillos), es
decir, 30 nm mas alta que en la etapa de germinacién, mientras que los valores de a, éstos siguen
siendo positivos (tonalidades rojas), sin embargo los valores de b cambian a después de los primeros

30 minutos de coccidn, es decir pasa de las tonalidades azules a las amarillas (Tabla 19).

~ 123~



Tabla 19. Parametros de color obtenidos durante la etapa de coccidn del maiz azul utilizado en este trabajo.

t(min) L a b X y z AE* Cc* H* X y z A
0 60.69 1.28 -1.34 29.04 29.16 37.02 20.28 1.86 313.6 0.305 0.306 0.389 568.00
0.5 41.48 291 -1.38 12.20 12.07 14.61 3.22 334.7 0.314 0.310 0.376  502.50
1 41.97 3.01 0.21 12.61 12.48 14.42 3.02 4.035 0.319 0.316 0.365 625.00
1.5 42.65 3.48 1.04 13.06 12.85 14.47 3.63 16.62 0.323 0.318 0.358 595.00
2 42.47 3.60 132 13.03 12.80 14.29 3.83 20.16 0.325 0.319 0.356 595.00
2.5 4293 3.86 1.77 1332 13.11 14.44 425 246 0.326 0.321 0.353 595.00
2 3 42.94 4.23 226 13.44 13.12 14.24 4.80 28.1 0.329 0.322 0.349 595.00
\8 3.5 42.62 326 2.82 12.88 12.70 13.55 431 40.84 0.329 0.325 0.346 589.00
:o: 4 42.63 3.53 289 13.10 12.88 13.72 456 39.28 0.330 0.325 0.346 589.00
4.5 42,52 393 339 1292 12.64 13.25 5.19 40.74 0.333 0.326 0.341 589.00
5 42.65 3.80 3.56 12.99 12.74 13.28 5.20 43.09 0.333 0.327 0.340 582.00
5.5 42.81 3.67 3.85 13.33 13.12 13.55 5.32 46.41 0.333 0.328 0.339 582.00
6 4254 3.80 4.22 1294 12.69 12.96 5.68 48.03 0.335 0.329 0.336 585.00
6.5 4231 3.67 417 12.87 12.63 12091 5.56 48.67 0.335 0.329 0.336 585.00
7 42.41 3.415 3.9 13.1 129 1331 5.18 48.79 0.333 0.328 0.339 582.00
7.5 41.84 335 420 12.84 12.42 12.65 5.38 51.42 0.339 0.328 0.334 590.00
8 41.58 3.62 5.04 12.46 12.48 12.15 6.20 54.27 0.336 0.336 0.328 580.00
2
S
£
= 20
10
OI 1 1 1 | 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7
tiempo (h)

Figura 77. Variacion de la luminosidad de atole de maiz azul a diferentes tiempos de coccion.
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Figura 78. Variacion del tono o matiz de atole de maiz azul a diferentes tiempos de coccidn.
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Figura 79. Variacion del croma o saturacion de atole de maiz azul a diferentes tiempos de coccion.
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Los datos de color obtenidos para la etapa de fermentacion se muestran en la Tabla 20, se puede
observar que en esta etapa, la diferencia de color es mucho menor que en las anteriores
(aproximadamente 4 unidades), los valores de a y b se mantienen positivos y la longitud de onda
aumenta ligeramente durante el proceso (hasta el t=48h).

En la Figura 80 se muestran los cambios en luminosidad, ésta aumenta ligeramente durante esta etapa
de procesamiento.

En cuanto al tono (Figura 81), éste cambia de los amarillos a los rojizos nuevamente lo cudl puede ser
percibido pues el fermentado cambia de un color café rojizo a uno ligeramente rosado al apreciarlo
visualmente.

Durante esta etapa de proceso, la saturacion (Figura 82) permanece relativamente constante de
acuerdo a las mediciones instrumentales.

Cabe mencionar que, durante todo el proceso, al apreciar visualmente la muestra, si se perciben
cambios sensoriales en el color del maiz, estos van desde grises con tonos violaceos en la muestra sin
procesar, a morados al comenzar el calentamiento durante la coccion, a café rojizo al terminarla y
hasta el producto terminado de color ligeramente rosado (debido al cambio en el pH del medio, las
antocianinas remanentes de la coccion cambian su conformacion y por tanto su coloracion) lo cual
hace alusidn a las limitaciones instrumentales para medir percepciones humanas (Torricella y col.,

2007)

Tabla 20. Parametros de color obtenidos durante la etapa de fermentacién del maiz azul utilizado en este

trabajo.
t(h) L a b X y z AE* Cc* H* X y z A
0 4158 3.62 5.03 12.46 1248 12.15 398 .20 54.27 0.336 0.336 0.328 580.00
> 6 40.76 231 2.28 11.75 11.71 12.68 3.24 44.67 0.325 0.324 0.351 587.00
o 12 40.66 2.81 2.62 11.76 11.63 12.47 3.84 4296 0.328 0.324 0.348 587.00
S 18 4178 466 254 12.72 1235 13.28 5.31 28.58 0.332 0.322 0.346 594.00
% 24 4254 577 248 1341 12.85 13.85 6.28 23.27 0.334 0.320 0.345 568.00
E 30 4268 545 268 13.56 13.03 13.54 6.07 26.19 0.338 0.325 0.337 596.00
& 36 4281 563 3.71 1356 13.03 13.54 6.74 33.4 0.338 0.325 0.337 596.00
42 43.15 570 2.78 13.76 13.31 13.89 6.34 26.03 0.336 0.325 0.339 596.00
48 4326 5.70 3.34 13.87 13.32 14.01 6.61 30.37 0.337 0.323 0.340 588.00
54 4397 5.76 2.67 1438 1391 14.79 6.35 24.87 0.334 0.323 0.343 580.00
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Figura 80. Variacion de la luminosidad del fermentado de maiz azul a diferentes tiempos de fermentacion.
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Figura 81. Variacion del tono o matiz del fermentado de maiz azul a diferentes tiempos de fermentacion.
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Figura 82. Variacion del croma o saturacion del fermentado de maiz azul a diferentes tiempos de
fermentacion.
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Figura 83. Diferencias de color evaluadas en las diferentes etapas de elaboracion de tesgiiino.
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9.10. Cinéticas de crecimiento microbiano para la etapa de fermentacion del proceso de
elaboracion de tesgiiino.

Los cereales son uno de los sustratos mas adecuados para el desarrollo de alimentos que contienen
microorganismos probidticos (en la mayoria de los casos bacterias acido lacticas o bifidobacterias) y
pueden tener también propiedades prebidticas. Las principales propiedades bioquimicas que afectan la
funcionalidad y calidad de la formulacién de un probidtico son: la biomasa, la concentracién de acido
lactico y el pH, al cantidad de microorganismos es un indicador de la funcionalidad, el acido lactico
influye en las caracteristicas sensoriales y actia como agente conservador mientras que el pH es el
principal factordeterminante de la estabilidad y seguridad del producto durante el almacenamiento.
Se elaboraron las cinéticas de crecimiento para cada uno de los dos microorganismos empleados: L.

plantarum y S. cerevisiae. Con fines de comparacién se uso la forma integrada del modelo logistico

(Zwietering, 1990; Loeza y col. 2007)
Xmax

- 1+ Kimax = Xo)| ., —ptmar
]

Donde:

X= concentracion de biomasa al tiempo t

t= tiempo de fermentacién

HUmax= velocidad mdaxima de crecimiento especifico
Xmax= concentracion maxima de biomasa

Xo= concentracion de biomasa

En la Figura 84 se muestra el crecimiento de L. plantarum en medio MRS, en el cual fue conservada la
cepa, como puede observarse, los datos experimentales se ajustan en buena medida al crecimiento
predicho por el modelo, mientras que en la Figura 85 se muestra el crecimiento del lactobacilo en maiz
previamente procesado para la elaboracion de tesgiino, éste es un medio natural rico en nutrientes, se
observa un crecimiento por arriba del esperado de acuerdo al modelo. En la Figura 86, se muestra el
mismo microorganismo en maiz procesado, pero con alimentacion a las 24 h tal como lo marca el
proceso de elaboracion de tesgiliino, en este caso, se puede ver una inflexién en el crecimiento
obtenido y por tanto un desajuste con respecto al modelo, ademas el crecimiento es ligeramente

menor.
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Figura 84. Cinética de crecimiento de L. plantarum en medio liquido MRS a 36 °C.

16 -
14 - ® o o o
4
12 - L 2
o)
£5 10 - .
Q2
EZ 8- o
u —
e 5 -
o . .
4 - 4 ¢ Crecimiento obtenido
5 Crecimiento esperado
O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

tiempodeincubacion (h)

Figura 85. Cinética de crecimiento (36 °C) de L. plantarum en maiz germinado, molido y cocinado.
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Figura 86. Cinética de crecimiento (36 °C) de L. plantarum en maiz germinado, molido y cocinado con
alimentacidn de sustrato (maiz germinado 24h mas, molido y cocinado).

En la Figura 87, se muestra el crecimiento de S. cerevisiae en medio YM, al igual que en el caso
anterior, cuando se usa el medio controlado, el crecimiento se ajusta al modelo y como se observa en
la Figura 88, en un medio rico, el crecimiento es mayor al esperado. Sin embargo, en el caso de la
fermentacion con alimentacién a las 24h, al contrario que con el microorganismo anterior, el
crecimiento es mayor que el predicho.

En el caso de las Figuras 90 y 91, se muestra el crecimiento obtenido al fermentar el atole de maiz
cocinado con ambos microorganismos y con alimentacion a las 24h, se observa en ambos casos el
punto de inflexion de la alimentacién de forma mas pronunciada, ademas, el crecimiento de L.
plantarum es similar al obtenido en MRS, mientras que S. cerevisiae crece de forma mas abundante,
esto puede ser debido a que L. plantarum permite el crecimiento de levaduras pues las bacteriocinas
producidas por este no tienen efecto sobre las primeras. Ademas, baja el pH (Figura 92) del medio lo

gue permite un mejor desarrollo de S. cerevisiae. En cuanto a la produccion de metabolitos, se
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midieron los dos principales productos de la fermentacion, el etanol y el acido lactico, los resultados se

muestran en las Figuras 93 y 94.
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Figura 87. Cinética de crecimiento de S. cerevisiae en medio liquido MY a 32 °C.
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Figura 88. Cinética de crecimiento de S. cerevisiae (32 °C) en maiz germinado, molido y cocinado.
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Figura 89. Cinética de crecimiento de S. cerevisiae (32°C) en maiz germinado, molido y cocinado con
alimentacidn de sustrato (maiz germinado 24h mas, molido y cocinado).
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Figura 90. Cinética de crecimiento de L. plantarum durante la fermentacion del tesgiiino.
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Figura 91. Cinética de crecimiento de S. cerevisiae durante la fermentacion del tesgiiino.
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Figura 92. Variacidn del pH del medio con respecto al tiempo de fermentacion de tesgiiino de maiz

azul.
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acion de la cantidad de acido lactico durante la fermentacion de tesgiiino de maiz azul.
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9.11.Producto terminado.
Se elabord una muestra de producto bajo las condiciones mostradas en la Figura 42. Se germinaron 250
g de granos de maiz de donde se obtuvieron 450 g de germinado, dicha cantidad se dividié en dos
partes iguales, una mitad se germind durante 24 h mas, mientras que la otra se molidé y suspendié en
agua para cocinarse a 95 °C durante 8h, el atole obtenido, de color café, se colé y el liquido obtenido se

llevd a un volumen de 500 mL que se usaron como sustrato de la fermentacion.

En la Tabla 21, se muestran los valores y apreciaciones de algunas caracteristicas fisicoquimicas y
sensoriales del producto terminado. Mientras que en el atole cocido, se tuvo un pH de 5.85 y un color
café, en el producto fermentado, se observé un cambio de coloracidn a rojizo, lo cual corresponde al
color de las antocianinas en el valor final de pH que fue de 3.19. Los resultados de pH son cercanos a
los encontrados por Lappe y col. (1989) quienes determinaron que el pH final del tesgilino fue de 3.0,
del mismo modo, la cantidad de acido lactico reportada por dichos autores es de 0.33% lo cual
corresponde a un valor muy cercano al observado en este trabajo, durante la fermentacién se observd
un aumento rapido de acidez que fue desde una inicial de 0.01% hasta 0.38 % expresada como 4cido

lactico.

En cuanto a las caracteristicas sensoriales, se obtuvo un producto acido, con sabor ligeramente
alcohdlico, de color rojizo y ligeramente viscoso que al ser degustado con azlcar fue agradable y
refrescante, las caracteristicas son comparables a las del tejuino consumido por la poblacién mestiza
(color café claro, espeso en algunas ocasiones y ligero en otras, dulce por la adicién de piloncillo y de

acidez muy ligera sin contenido alcohdlico) .

Tabla 21. Caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del Tesgiiino de 56h de fermentacion.

Caracteristica Observacion

pH 3.19

Acidez titulable expresada como % de acido lactico 0.38

% de alcohol 1.6

Color Rojizo

Aroma Ligeramente alcohdlico
Sabor Acido

Textura Liquida, ligeramente viscosa

~136~



10. CONCLUSIONES
Las caracteristicas fisicas y fisicoquimicas del maiz azul usado en este estudio, son comparables
a las de materias primas similares reportadas en la bibliografia.
La cantidad de antocianinas y compuestos fendlicos totales del maiz nativo son 53.94 mg
cianidina 3-glucdsido y 152.77 mg ac. Ferulico/100 g respectivamente.
Las condiciones de germinacion mds adecuadas para el maiz usado para la elaboracién de
tesgliino en este estudio son: 24 h de remojo del grano, 200g de agua por cada 100g de grano,
temperatura de 25 2C y 96h de totales de germinacion.
Bajo las condiciones de experimentacién llevadas a cabo en este trabajo, las magnitudes de
humedad, area y didmetro de Feret aumentan conforme avanza el tiempo de germinacion
presentando las mismas tendencias.
La dimensién fractal del area del grano con respecto al tiempo, presenta un comportamiento
caracterizado por la aparicidén de tres picos, el primero correspondiente a la absorcién rapida de
agua vy el tercero al surgimiento de la radicula momento en el cudl, la germinacién del grano es
percibida visualmente, en tanto, el segundo pico, de forma tentativa, corresponde al comienzo
de la formacidn de la radicula en el interior del grano.
Dados los enunciados anteriores, se propone que, el grano de maiz azul estudiado, ha
germinado cuando su dimensidn fractal tiene un maximo entre las 72 y 76 horas del proceso.
La cantidad de compuestos fendlicos aumenta durante la etapa de germinacion, disminuye
considerablemente en la etapa de coccidon y aumenta durante la fermentacién para dar como
resultado un incremento global de 101%.
La cantidad de antocianinas aumenta ligeramente durante la germinacién del maiz y disminuye
drasticamente durante la etapa de coccién para mantenerse constante durante Ia
fermentacion, la pérdida total de estos pigmentos durante el proceso es de 43%.
La actividad de secuestro de radicales libres estd relacionada directamente a la cantidad de
compuestos fendlicos totales, en forma global, se obtuvo una pérdida de 20% con respecto al

maiz sin procesar.
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Es posible registrar instrumentalmente los cambios en color durante el proceso de elaboracidn
del tesgliino de maiz azul aunque estos no coinciden necesariamente con la percepcion
sensorial humana.

Fue posible ajustar al modelo logistico en crecimiento de L. plantarum y S. cerevisiae en medios

MRS y YM respectivamente, sin embargo el crecimiento en medio rico (maiz procesado) no se
ajusto a dicho modelo.

Ambos microorganismos crecieron de forma simultdnea en el mos