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RESUMEN

La biofortificacion de cultivos basicos de la canasta familiar para incrementar el contenido
de carotenoides es una estrategia prometedora y costo-eficiente para combatir diferentes
enfermedades de interés en salud publica. Sin embargo, la utilizacion de alimentos
biofortificados en la elaboracion de productos procesados, que logren mantener niveles
adecuados de carotenoides en el producto final, es crucial para el éxito de esta estrategia.
Dado este panorama, este proyecto tuvo como objetivo caracterizar el impacto del
procesamiento de maiz para la elaboracion de tortillas y chips de tortilla incorporando
genotipos comerciales e hibridos biofortificados de maiz sobre la estabilidad de los
carotenoides. Como resultados se observd que tanto los hibridos experimentales como los
genotipos comerciales cuentan con porcentajes de pérdidas similares de carotenoides durante
el procesamiento; sin embargo, los hibridos experimentales muestran una concentracion final
de carotenoides totales cerca de tres veces mayor en comparacion con los genotipos
comerciales debido a la biofortificacion con la cual cuentan estos genotipos. Asi mismo, tres
porciones de 50g de tortillas o tortillas chips elaboradas a partir de los hibridos
experimentales lograrian cumplir con la recomendacion minima de consumo de carotenoides
diarios (~3-6 mg/dia) segun el Instituto de Medicina de los Estados Unidos, para un posible
efecto en salud. De esta investigacion se destaca igualmente, la viabilidad a nivel industrial
del uso de dos hibridos experimentales dado a sus caracteristicas visco elasticas, que permiten
otorgar caracteristicas especificas de elongacién a las tortillas, ademas de un alto rendimiento

a nivel industrial.



ABSTRACT

Carotenoid biofortification in staple crops as a natural fortification strategy remains a
promising and cost-effective strategy to combat various diseases that are of public health
concern. Using biofortified foods that maintain adequate levels of carotenoids in the final
product are crucial to the success of this strategy, for both traditional and industrial processed
products. Given this scenario, this project’s aim is to characterize the impact of the tortilla
and tortilla chip manufacturing process on carotenoid stability, for both commercial
genotypes and biofortified maize. The results showed that both experimental hybrids and
commercial genotypes have similar percentages of carotenoid losses during processing.
However, due to the biofortification of these genotypes, the experimental hybrids show a
total final concentration of carotenoids that is about three times higher when compared to
commercial genotypes. Furthermore, three 50g portions of tortillas or tortilla chips made
from the experimental hybrids would meet the minimum daily carotenoid consumption
recommendation for a possible health effect (~3-6 mg/day), according to the US Institute of
Medicine. This research also highlights the viability at the industrial level for the use of two
experimental hybrids due to their pasting properties. These properties would be able to give
specific elongation characteristics to the tortillas, as well as a high performance at an

industrial level.



1.INTRODUCCION

Las frutas y verduras contienen diferentes fitonutrientes incluidos carotenoides y
flavonoides, los cuales han mostrado diversos efectos benéficos para la salud humana.
Estos fitonutrientes se encuentran en bajas concentraciones en los alimentos y su
ingesta se ha asociado a la reduccidn del riesgo de desarrollar ciertos tipos de cancer,
enfermedades del corazdn, entre otras enfermedades no transmisibles. A pesar de sus
beneficios a la salud, el consumo de frutas y verduras ain es bajo por un gran porcentaje
de la poblacién. Para promover una mejor ingesta de estos fitonutrientes, diferentes
estrategias como la fortificacion y la biofortificacion de alimentos han sido
implementadas buscando ayudar a incrementar su consumo Yy consecuentemente

ayudar a prevenir el desarrollo de enfermedades no trasmisibles.

La biofortificacion es una técnica agronémica de mejoramiento de cultivos que busca
el incremento de nutrientes a través del mejoramiento convencional o usando ingenieria
genética. Durante el mejoramiento convencional, los mejoradores de cultivos buscan
en colecciones de semillas 0 bancos de germoplasma, variedades de un cultivo con
concentraciones naturalmente altas de fitonutrientes de interés en salud publica. Luego,
los mejoradores cruzan estas variedades con variedades comerciales con caracteristicas
agrondémicas deseadas tales como, resistencia a enfermedades, alto rendimiento
agroindustrial, y de esta manera se logra producir nuevas lineas de cultivos con
concentraciones mejoradas del fitonutriente junto con excelentes caracteristicas
agronoémicas. A través de estos programas de mejoramiento de cultivos se ha logrado
desarrollar cultivos de frijol con alto contenido de hierro, trigo y maiz con alto
contenido de zinc, y cultivos como maiz, yuca y batata con mejores contenidos de

carotenoides provitamina A.

En cultivos de maiz biofortificado, se han desarrollado nuevas lineas de cultivos con
altas concentraciones de carotenoides provitamina A (B — caroteno y a — caroteno), las

cuales ya han sido liberadas para su consumo en diferentes paises de Africa.



Actualmente, se han desarrollado nuevos hibridos de maiz biofortificado que se
encuentran en etapa de desarrollo avanzada con niveles significativos de luteina y
zeaxantina. Estos carotenoides son potentes pigmentos antioxidantes criticos para
mantener una funcién ocular saludable a medida que el cuerpo humano envejece,
ademéas de contribuir a la prevencion de diferentes enfermedades cronicas no
transmisibles y al desarrollo de la funcion cognitiva. Sin embargo, las mismas
caracteristicas que les conceden una actividad antioxidante y por ende efecto positivo
a la salud, de igual manera los hacen muy propensos a reacciones quimicas de

degradacion al ser sometidos a factores como la luz, el oxigeno y la exposicion al calor.

Si bien estas lineas de maiz con altos niveles de luteina y zeaxantina prometen un
impacto positivo a la salud de los consumidores, es necesario que el maiz logre ser
transformado en productos que sean de consumo masivo en la poblacién, utilizando
operaciones industriales y variables de proceso controladas que permitan una adecuada
retencion de estos carotenoides durante la elaboracion de estos productos. Con lo
anterior mencionado, para el presente proyecto se eligio elaborar tortillas y tortillas
chips debido a que son de los productos a base de maiz mas consumidos en los Estados
Unidos y Latino América, con el objetivo de caracterizar el impacto del proceso de
elaboracion de tortillas y chips de tortilla utilizando lineas comerciales e hibridos

biofortificados de maiz sobre la estabilidad de los carotenoides.



2. MARCO TEORICO

2.1. Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos naturales que se distribuyen en bacterias fotosintéticas,
algas, plantas y animales (Rubin, et al., 2017). Estos compuestos interacttan con la luz
y absorben longitudes de onda que van de 400 a 550 nanémetros, causando que el ojo
humano los perciba de color amarillo, naranja y rojo (Fiedor & Burda, 2014). Los
carotenoides son hidrocarbonos polinsaturados de 40 carbonos (Figura 1), y algunos de
ellos pueden contener estructuras ciclicas en uno o ambos extremos de la molécula
(Badui, 2006). Los carotenoides se clasifican de manera general en dos grandes grupos:
los carotenos y las xantofilas. El grupo de los carotenos se caracteriza por contener
atomos de hidrogeno y carbono en su estructura. Estos carotenoides pueden contener
estructuras ciclicas en su estructura quimica, como el p-caroteno, o pueden ser de
cadena lineal como el licopeno (Figura 1). Por otro lado, el grupo de las xantofilas se
caracteriza por contener atomos de oxigeno, ademas de atomos de carbono e hidrdgeno,
en su estructura quimica. Algunos ejemplos en este grupo son la luteina, zeaxantina y
B-criptoxantina (Figura 1.) (IUPAC, 1974).

OH OH

A A .70 T Y5 YV Vo D x X X N

HO Luteina HO Zeaxantina
AV VS Y Y Y W A

HO ipt ti HO' . .

@ - criptoxantina j- criptoxantina
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Figura 1. Estructuras quimicas de los carotenoides mas frecuentes en la dieta

humana.



Los carotenoides mas frecuentes en la dieta humana son a-caroteno, f - caroteno,
B - criptoxantina, licopeno, luteina y zeaxantina (Fiedor & Burda, 2014). Sin embargo,
no todos se encuentran en los mismos alimentos. Por ejemplo, o - caroteno,
[ - caroteno y J - criptoxantina se encuentran en la ahuyama, el licopeno es el
carotenoide predominante en el tomate, y la luteina y zeaxantina se encuentran en

alimentos como la espinaca y col (Escott-Stump, Mahan, & Raymond, 2013).

2.2. Carotenoides y prevencion de enfermedades

Los carotenoides son uno de los pigmentos naturales mas abundantes en la naturaleza.
Sin embargo, a pesar de su enorme diversidad natural, sélo 25 carotenoides han sido
reportados estar presentes en concentraciones significantes en sangre y tejido de
humanos y animales (Cooperstone & Schwartz, 2016). Debido a la incapacidad de
humanos y animales de biosintetizar carotenoides, estos compuestos solo pueden ser
obtenidos a través de la dieta (Sun et al., 2018). Los carotenoides presentes en
concentraciones altas en plasma humano son licopeno, f - caroteno, o - caroteno,

B - criptoxantina, luteina, zeaxantina y fitoflueno (Christen, 2008).

2.3. Deficiencia de Vitamina A

La deficiencia de vitamina A, se presenta cuando hay un aporte insuficiente de esta
vitamina en la dieta, ya sea por una ingesta inadecuada de vitamina A preformada
(retinol, retinal o retinil ésteres) en productos animales como el higado y el huevo, o
de carotenoides provitamina A presentes en las frutas y verduras. La deficiencia de
vitamina A también se presenta como consecuencia a alteraciones bioldgicas del
metabolismo de este nutriente y problemas en su absorcion, como se observa en la
enfermedad de Crohn (Bohn, 2017).

La deficiencia de vitamina A se presenta con mayor frecuencia en paises en desarrollo.
Sin embargo, segun la Organizacion Mundial de la Salud los grupos poblaciones méas
vulnerable son los nifios y mujeres en estado de embarazo, un ejemplo de esto se

observa en paises como Colombia donde segin la Encuesta Nacional de la Situacion



Nutricional que 27 de cada 100 nifios de 1 a 4 afos presentan deficiencia de vitamina
A (Ministerio de la Proteccion Social, 2015). Entre las consecuencias de la deficiencia
de vitamina A, se encuentran, la pérdida de vision, desarrollo de enfermedades visuales
y cardiovasculares, osteoporosis, subdesarrollo cognitivo, entre otras (Escott-Stump et
al., 2013).

Se ha descrito que el consumo de carotenoides provitamina A (p. €j., a - caroteno,
B - caroteno y [ - criptoxantina) puede prevenir la deficiencia de vitamina A debido a
su potencial de conversion en retinol. Por otro lado, las xantofilas como la luteina y la
zeaxantina no poseen este potencial de conversién (Institute of Medicine, 2000). Sin
embargo, al igual que se ha descrito la prevencion de la deficiencia de vitamina A por
medio del consumo de provitamina A, también se han establecido diferentes
investigaciones las cuales sefialan que estas xantdfilas a pesar de no poder ser
convertidas en retinol, logran cumplir un rol protector en la prevencion de diferentes
enfermedades como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
enfermedades cardiovasculares, diabetes, cancer y la degeneraciobn macular
relacionada con la edad (Bohn, 2017; Hamer & Chida, 2007; Rubin et al., 2017;
Woodside, Young, & McKinley, 2013).

2.3.1. Degeneracion Macular Relacionada con la Edad (DMAE)

La degeneracion macular relacionada con la edad es una enfermedad
neurodegenerativa caracterizada por la pérdida progresiva de la vision central, la cual
se encarga de la agudeza y definicién de las imagenes percibidas (Lim, 2002).
Investigadores han estimado que para el final del 2020, 196 millones de personas
alrededor del mundo presentaran esta enfermedad, y se estima que para el 2050, la
DMAE afectara a cerca de 22 millones a nivel mundial (Rein, 2009).

La luteina y la zeaxantina son las principales xant6filas presentes en la dieta humana
que se acumulan en grandes concentraciones en la macula humana (von Lintig, et al.,
2019). Estudios recientes han demostrado que la luteina y la zeaxantina pueden

proteger a los adultos mayores contra la degeneracion macular relacionada con la edad



(DMAE) (Chitchumroonchokchai, et al., 2017). Debido a que estos carotenoides
llamados de igual manera “pigmentos maculares” poseen una actividad antioxidante y
de filtracion de luz azul, la cual podria llegar a proteger la méacula de una oxidacion a
largo plazo (Sato et al., 2012). Esta caracteristica especifica presente en estos
carotenoides se da debido al amplio nimero de enlaces dobles y simples combinados a
lo largo de su estructura, lo cual permite que haya una absorcion de luz azul; llevando
a reducir hasta en un 90% la cantidad de luz azul que llegaria a la macula del ojo

protegiéndole, de esa manera, de un dafio oxidativo inducido por ésta (Lim, 2002).

2.3.2. Cataratas

Las cataratas son una enfermedad ocular caracterizada por la pérdida de la
transparencia del lente o cristalino del ojo, llevando a una disminucion de la capacidad
de enfoque y percepcion de la distancia captada por el ojo (Fajnkuchen et al., 2002).
Esta enfermedad es catalogada como la primera causa de discapacidad visual a nivel
mundial, con una prevalencia mayor a 18 millones de personas afectadas (World Health
Organization, 2011).

Factores como una alta exposicion a la luz solar, diabetes, tabaquismo, entre otros,
aumentan el riesgo de padecer esta enfermedad. Sin embargo, estudios de cohorte han
encontrado que personas que consumieron una dieta con alto contenido de
carotenoides, tales como luteina y zeaxantina, presentaron entre un 18% y un 50%
menos probabilidad de desarrollar cataratas (Christen, 2008; Lyle, et al., 1999).
Ademas, se ha encontrado que las concentraciones plasmaticas de luteina y zeaxantina
estan inversamente asociadas a la progresion de la catarata nuclear (Fajnkuchen et al.,
2002)

2.3.3. Enfermedad Cardiovascular
La enfermedad cardiovascular (ECV) es un grupo de enfermedades relacionadas con
afectaciones del corazon y vasos sanguineos (Miller, Jarvis, & McBean, 2002). La

Organizacion Mundial de la Salud declara que la ECV es la primera causa de muerte a



nivel mundial, y estimé en el 2015 que cerca del 31% de todas las muertes registradas

en el mundo fueron como consecuencia a enfermedades cardivasculares.

Debido a la caracteristica liposoluble de los carotenoides, se conoce que éstos son
capaces de circular en el plasma junto con las lipoproteinas (Institute of Medicine,
2000). De acuerdo con esto, se determind que es posible hallar una relacion entre la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y el rol de los carotenoides como
antioxidantes de estas lipoproteinas; contribuyendo a la prevencion del desarrollo de
placa ateromatosa (Kritchevsky, 1999). Donde igualmente se ha determinado que la
concentracion sérica total de carotenoides tiene una relacion inversa con la
concentracion sérica de la Proteina C-Reactiva (PCR) y la homocisteina total (Wang et
al., 2014). Cabe recordar que altos niveles de éstos biomarcadores se han asociado con
un alto riesgo de desarrollar ECV (Lordan & Zabetakis, 2017). Por lo tanto, Wang et
al., 2014 sugirieron una posible relacion de los carotenoides en la disminucion del

proceso inflamatorio en el cuerpo humano.

2.3.4. Funcién Cognitiva

La funcion cognitiva se define como todo proceso mental que permite el desarrollo de
una actividad, como lo es aprender, recordar informacién, resolver problemas,
concentrarse, mantener la atencion, entre otros (Johnson, 2012). Se sabe que la luteina
y la zeaxantina son los carotenoides que se acumulan significativamente en el cerebro
(30-40%), sugiriendo una posible preferencia por el tejido cerebral en la absorcion de
estos carotenoides (Johnson et al., 2013).

Investigadores como Johnson y colaboradores encontraron en el 2008 que al
suministrar una suplementacion con luteina (12 mg/dia) y zeaxantina (~0,5 mg/dia) a
mujeres entre 60 a 80 afios sin deterioro cognitivo, presentaban una mejora
significativamente alta en el rendimiento en pruebas cognitivas; seguidamente para el
2013 lograron encontrar que pacientes con menor contenido de luteina y zeaxantina a

nivel plasmatico presentaron una disminucion en su funcion cognitiva. En los



siguientes afios, Vishwanathan, et al., 2014 sugirieron los contenidos en plasma de
luteina y zeaxantina como un posible biomarcador para evaluar la salud cognitiva de

los seres humanos.

2.4. Biofortificacion de cultivos con altos niveles de carotenoides

La biofortificacion, es una técnica agronémica de mejoramiento de cultivos que busca
el incremento natural de nutrientes en cultivos basicos de consumo masivo (Badui,
2006), mediante el uso de tecnologias agronémicas como la fertilizacion del suelo, el
fitomejoramiento convencional o tradicional, y la ingenieria genética (Garcia-Casal,
Pefia-Rosas, & Giyose, 2017). La biofortificacion de cultivos ha sido desarrollada
como una herramienta sostenible y complementaria a otras estrategias, tales como la
fortificacion de alimentos, diversificacion de la dieta, educacion nutricional, entre
otras, para combatir deficiencias de micronutrientes en paises en desarrollo (Lockyer,
White, & Buttriss, 2018). Nuevas variedades de cultivos basicos como maiz, arroz,
yuca, batata, entre otros, estan siendo biofortificados con altos niveles de

micronutrientes como hierro, zinc, y vitamina A (Lockyer et al., 2018).

El maiz biofortificado no transgénico, fue desarrollado inicialmente para aliviar
deficiencias nutricionales (deficiencia de vitamina A) en paises en desarrollo (Menkir,
Rocheford, Maziya-Dixon, & Tanumihardjo, 2015). Este desarrollo tecnoldgico dio
como resultado un maiz con mejores caracteristicas agronémicas, mejores contenidos
de carotenoides, concediéndoles no solo un color nico, sino también un sabor superior,
un beneficio inesperado confirmado por sus consumidores (Ortiz, et al., 2018). Los
carotenoides predominantes en el maiz biofortificado de color naranja, son luteina y
zeaxantina (L/Z, ambas xantofilas no provitamina A), también conocidos como
"carotenoides maculares”, potentes pigmentos antioxidantes criticos para mantener una
funcién ocular saludable a medida que el cuerpo humano envejece y sus consumidores

podrian beneficiarse al consumir en mayores cantidades (Lim, 2002).
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Por lo tanto, a pesar de ser la biofortificacion de maiz una estrategia desarrollada para
su implementacion en paises en desarrollo, nuevos hibridos de maiz biofortificados con
altos niveles de carotenoides no-provitamina A, luteina y zeaxantina, estan siendo
desarrollados para el mercado estadounidense. Las nuevas lineas biofortificadas de
maiz desarrolladas por investigadores de Purdue University contiene niveles
significativamente mas altos de carotenoides (40-60 ug /g) en comparacion con el maiz

amarillo convencional (promedio ~ 10-20 ug/ g).

Aunque los resultados en el desarrollo de nuevos hibridos de maiz con altos niveles de
carotenoides son prometedores, el éxito de la biofortificacion depende en gran medida
en la retencion de los carotenoides a traves de la cadena de procesamiento y pos-
cosecha del maiz. Desafortunadamente, los atributos quimicos que confieren los
beneficios para la salud también fomentan que los carotenoides sean altamente
inestables y susceptibles a la oxidacion, lo cual puede limitar el impacto potencial de
estos compuestos en los alimentos, especialmente durante las condiciones tradicionales

de procesamiento del maiz.

2.5. Procesamiento de maiz y retencion de carotenoides

El maiz es transformado a través del uso de diferentes técnicas de procesamiento antes
de ser ingerido por los seres humanos. Las técnicas de procesamiento mas comunmente
usada en el maiz son la extrusion, molienda en seco, fermentacidn, nixtamalizacion y
fritura. Estas técnicas de procesamiento adicionan caracteristicas organolépticas
especificas a cada producto, y ademas generan alteraciones en la matriz alimentaria del

maiz.

2.5.1. Nixtamalizacion

La nixtamalizacion, es una técnica de procesamiento en la que granos de maiz enteros
se someten a ebullicién durante 35-50 min, seguido de un periodo de remojo en
solucion alcalina, durante 8-16 horas a temperatura ambiente (Rosales, et al., 2016).

Esta técnica se suele utilizar para la elaboracion de masa nixtamalizada, tortillas,
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tortilla “chips” y harinas instantaneas (extruidas) nixtamalizadas (Gwirtz & Garcia-
casal, 2014).

La retencion de carotenoides durante la nixtamalizacion, depende de diversos factores
como, el tiempo de exposicidn a temperaturas elevadas, la concentracion de CaOHa, el
tiempo de remojo de los granos de maiz, y la composicidn de la matriz de cada genotipo
de maiz. Aunque algunos estudios reportan pérdidas del 12% de los carotenoides
totales luego de la nixtamalizacion (Corrales-Bariuelos et al., 2016), otros carotenoides,
tales como la B-criptoxantina y B-caroteno, han mostrado pérdidas hasta del 84% y
38%; respectivamente (Rosales et al., 2016).

2.5.2. Fritura

La fritura es un método de coccion tradicional que consiste en la inmersion completa
de un producto alimenticio en aceite a temperaturas entre 160 °C y 200 °C (Ata Ximello
& Bravo Gonzélez, 2015). Este método de coccion es ampliamente usado en la
industria alimentaria para la obtencion de tortillas chips, otorgandole caracteristicas
organolépticas especificas, como lo es la crocancia, siendo ésta una de las
caracteristicas de mayor interés en los consumidores de tortillas chips.

Durante el proceso de fritura de tortilla chips, Sowa et al., (2017) reportd un porcentaje
de pérdida de carotenoides entre el 22% - 33%. Ademas, reporté que la pérdida de
carotenoides se encuentra directamente relacionada con las altas temperaturas y el
tiempo de exposicion a estas durante la fritura. Los carotenoides presentan en su
estructura quimica cadenas de dobles enlaces conjugados, caracteristica que les
confiere mayor susceptibilidad a descomposicion oxidativa, fotodegradacién e
isomerizacion geométrica durante su exposicion a factores como la temperatura,
oxigeno, luz, enzimas oxidativas, acidos, metales, y radicales libres (De Moura, Miloff,
& Boy, 2015).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La degeneracion macular relacionada con la edad (DMAE) es una de las principales
causas de pérdida de la vision en los Estados Unidos en adultos mayores de 50 afios
(Instituto Nacional del Ojo, 2019). Se estima que para el 2050 entre 2 y 5 millones de
personas padeceran esta enfermedad (Instituto Nacional del Ojo, 2019). Diferentes
estudios epidemiologicos han sugerido que el consumo de alimentos con niveles altos
de xantofilas estaria asociado con un menor riesgo en el desarrollo de degeneracion
macular relacionada con la edad (Seddon et al., 1994). Aunque las xantofilas se
encuentran en altas concentraciones en alimentos como frutas y verduras, la ingesta de
estos carotenoides es limitada debido a su bajo consumo. En Estados Unidos, solo el
12,2% de los adultos cumplen con la recomendacion de consumo diario de fruta y sélo
el 9,3% cumplen con la recomendacion de consumo diario de verduras (Lee, 2018).
Debido al bajo consumo de frutas y verduras, se buscan estrategias alternativas de
alimentacion que sean saludables y que permitan incrementar el contenido de
carotenoides en la dieta de las poblaciones; con el fin de obtener un efecto beneficioso

en la salud humana.

La biofortificacidn es una técnica agronomica, utilizada como estrategia para mejorar
el perfil nutricional de diferentes cultivos. Uno de estos cultivos, es el maiz (Zea mays
L.) debido a que es uno de los cultivos de mayor importancia en la actualidad, debido
a que uno de los mas consumido a nivel mundial, con un promedio mundial superior a
116 millones de toneladas por afio (FAO, 2017).

Hibridos de maiz biofortificado con altos niveles de luteina y zeaxantina se estan
desarrollando en los Estados Unidos para combatir la deficiencia de estos carotenoides
en la dieta de los americanos. Sin embargo, el éxito de la biofortificacion de maiz con
mayores niveles de luteina y zeaxantina depende en gran medida de la retencion y
estabilidad de los carotenoides durante la produccion de alimentos a base de maiz y de

alto consumo por los americanos.
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Con base a este panorama, el presente estudio busca caracterizar el impacto del proceso
de elaboracion de tortillas y chips de tortilla en la estabilidad de los carotenoides a
partir de genotipos comerciales y en hibridos de maiz biofortificados con carotenoides.
Con el fin de evaluar si al hacer uso de maiz biofortificado en la produccion de tortillas
se obtienen contenidos finales de carotenoides suficientes para cubrir los

requerimientos diarios de ingesta para un adulto promedio.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general:

e Caracterizar el impacto del proceso de elaboracion de tortillas y chips de
tortilla a partir de genotipos comerciales e hibridos biofortificados de maiz
sobre la estabilidad de los carotenoides.

4.2. Objetivos especificos

e Evaluar el perfil de carotenoides en seis genotipos seleccionados de maiz
biofortificado.

e Evaluar la retencion de carotenoides durante la elaboracion de tortillas y
tortillas chips

e Caracterizar las propiedades visco elasticas de lineas de maiz biofortificado.

5. HIPOTESIS

La retencion y estabilidad de carotenoides durante la preparacion de tortillas y tortilla
chips depende en gran medida de la composicion quimica y de la morfologia de los
cromoplastos donde se almacenan los carotenoides en el endospermo de maiz. Ademas,
la retencion de los carotenoides también dependera de la temperatura de coccion, el

contenido y perfil de carotenoides, y el procesamiento del maiz.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Materiales

Los disolventes de extraccion y HPLC: Acetona, acetato de etilo, metanol,
éter de petroleo (JT Baker, Phillipsburg, NJ), éter metil tert-butilico (Sigma-
Aldrich St. Louis MO) e hidréxido de potasio. Estandares all-trans luteina
(LUT), B-caroteno (BC), B-criptoxantina (BCRYP), B-apo-8'-carotenal (Sigma-
Aldrich, St. Louis MO), a-criptoxantina, a-caroteno (CaroteneNature,
Lupsingen, Suiza), y zeaxantina (ZEA) (IndoFine, Hillsborough, NJ) se
obtuvieron y utilizaron para la identificacion de carotenoides y la calibracion
del método por HPLC.

Materia prima: 21 genotipos diferentes de maiz, (cada linea de maiz se cultivo
en el Centro de Agronomia de Investigacién y Educacion de Purdue University
en West Lafayette, IN (EE.UU.), durante la temporada de cultivo de 2019
(mayo-octubre)), aceite hibrido de palma colombiano (producido y donado por
cenipalma Bogota, Colombia.), aceite de canola y agua destilada.

Equipos: Rapid visco-analyzer (RVA, por sus siglas en inglés) modelo RVA-
4 series (Newport Scientific, Warriedwood, Australia) y HPLC.

6.2. Métodos

6.2.1. Seleccion de seis genotipos de maiz

Se eligieron 25 genotipos diferentes de maiz, dos de éstos fueron genotipos comerciales

y 23 hibridos experimentales, segin su perfil de carotenoides y propiedades

agronémicas conocidas. Los genotipos comerciales fueron utilizados para el desarrollo

de todo el proyecto. Por el lado de los hibridos experimentales, se seleccionaron cuatro

de éstos para el desarrollo de tortillas segin su perfil Unico de carotenoides y 20 para

la caracterizacion de sus propiedades visco elasticas (Tabla 1.). Cada linea de maiz se

cultivo durante la temporada de cultivo del 2019 y al momento de iniciar el proyecto

se mantuvieron almacenados a una temperatura de -80°C.
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Tabla 1. Genotipos de maiz utilizados

Genotipo Seleccién
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A: Hibrido experimental utilizado para elaboracion de tortillas y tortillas chips, B: Genotipo
comercial y C: Hibrido experimental utilizado para caracterizacién de propiedades visco elasticas

6.2.2. Proceso de elaboracidn de tortillas y chips de tortilla.

Se elaboraron tortillas y tortillas chips utilizando seis de los genotipos elegidos en base
a su perfil y contenido de carotenoides. Para la nixtamalizacion del maiz, se ubicaron
en un Erlenmeyer 20 g de granos de maiz por cada muestra, para un total de 18 muestras
(es decir, 6 genotipos, cada uno por triplicado). Se adicionaron 100 ml de agua destilada
y 350 mg de Ca(OH). en cada Erlenmeyer. Luego, las muestras se sometieron a

ebullicion a 95°C por 25 minutos, y al culminar este tiempo se dejaron en reposo en
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una habitacion oscura a temperatura ambiente durante 16 horas. Al finalizar este
periodo de tiempo, se realizé un lavado de las muestra dos veces para eliminar los
residuos de Ca(OH). presentes en las muestras. Seguidamente se paso a la molienda
de cada muestra para lograr obtener una masa (nixtamal), se adicioné 10 ml de agua
para formar una masa maleable que se aplana y se da forma circular a las tortillas
manualmente. Para la coccion del maiz, las tortillas se cocinan en seco en una parrilla
a 200 °C por 15 segundos por cada lado. De esta manera se obtienen las tortillas y se
dejan en reposo a temperatura ambiente por 15min. Por ultimo, se separan 3 g de
muestra para el andlisis de carotenoides. La masa nixtalamizada remantente de cada
muestra se divide en dos porciones para elaborar las tortillas chips. La primera porcién
se somete a fritura con aceite de canola y la segunda porcion en aceite hibrido de palma.
Las tortillas chips se obtuvieron a través de fritura profunda a 180 °C por 25 segundos.
Para el andlisis de retencion de carotenoids durante el procesamiento, se analiz6 su
contenido en el maiz crudo, después de la nixtamalizacién y en los productos
terminados (tortillas, tortillas chips en aceite de canola y tortillas chips en aceite de
palma), con el fin de determinar las pérdidas y variacion en el perfil de carotenoides en

cada una de las etapas del procesamiento.

6.2.3. Extraccién y andlisis de carotenoides

Por cada genotipo se realizo el analisis completo por triplicado. Todas las muestras de
granos de maiz se extrajeron y analizaron bajo condiciones minimas de exposicion a
luz con el objetivo de disminuir las reacciones foto-oxidativas, de acuerdo al

procedimiento descrito por Ortiz et al., 2019.

En primer lugar, se pes6 0.6 g de maiz molido por cada muestra. Las extracciones de
carotenoides se realizaron por sets de 12 muestras a los cuales se adiciond, de manera
aleatoria, 150 uL de spike como estandar interno (150 uM o 30 uM B-apo-8 -carotenal
en acetona). Seguidamente, cada muestra se hidraté con 1 mL de agua destilada, y los
carotenoides se extrajeron con 5 mL de acetona dos veces, seguido de una tercera

extraccion con 2 mL de metil tert-butil éter. Los extractos se colectaron en tubos de
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vidrio y los solventes organicos secaron bajo una corriente de nitrégeno en un bafio a
37°C. Luego, los extractos se redisolverieron en una solucion 1:1 de metanol: acetato
de etilo, y filtraron a través de un filtro PTFE 0,45 uM (Macherey-Nagel, Diren,
Alemania). Por Gltimo, se inyectaron 10uL de cada extracto, donde cada uno se analizo
por medio de HPLC utilizando una columna de YMC C30 3 pm 2.0 mm x 150 mm,
con una guarda columna YMC (2.0 x 23mm) termostatada a 40 °C. Como perfil de
elucion de gradiente se utilizé como fase mavil, un sistema binario: Fase A: Metanol:
1M Acetato de Amonio (98:2 v/v) y la Fase B: Acetato de Etilo. Se utilizé un flujo de
0,37 mL/min con condiciones iniciales fijadas en 0 min 80:15 (%v/v), Fase A: Fase B;
6 min 20:80 (%v/v), Fase A: Fase B; 8 min 0:100 (%v/v), Fase A:Fase B; 12 min 0:100
(%v/v), Fase A:Fase B, 14 min 80:15 (%v/v), Fase A:Fase B. Se utilizé un Shimadzu
Prominence UFLC, con un detector de arreglo de diodos con una longitud de onda
fijada a 450 nm, como se describié anteriormente por Kean, Hamaker, & Ferruzzi,
2008. Los picos se identificaron comparando la informacion espectral en la literatura
(G Britton, Liaaen-Jensen, & Pfander, 2004) y los tiempos de retencion con estandares
auténticos de all-trans-carotenoides. La cuantificacion de carotenoides se realizo a
través de una curva de calibracién de 7 puntos preparada espectrofotométricamente con
estandares auténticos en un rango de concentracion entre 0,01y 7,67 uM.

6.2.4. Evaluacion de las propiedades visco elasticas (RVA)

Se eligieron 20 lineas de hibridos experimentales de maiz biofortificado, con mayor
desarrollo dentro del laboratorio del Dr. Torbert Rocheford. Se obtuvieron 20 g de
granos de maiz para cada genotipo, los cuales se molieron en su totalidad.
Seguidamente, se tomd 1 g de cada muestra y se secaron en un horno por 10 horas a
100 °C, al culminar este tiempo se pesé nuevamente cada muestra y se determiné el
porcentaje de humedad de cada genotipo. Con base a esto, se calculé la cantida de agua
y harina necesaria para preparar suspensiones de 11.86 % (p/v), de acuerdo a lo descrito
por Ortiz, Nkhata, Rocheford, & Ferruzzi, 2019. Las suspensiones de maiz se
analizaron por medio de un analizador visco elastico rapido (RVA, por sus siglas en

inglés) serie RVA-4 (Newport Scientific, Warriedwood, Australia). La viscosidad se
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registré utilizando el siguiente perfil de temperatura: mantener a 25 °C durante 6 min,
calentar de 50 a 95 °C por 4 min, mantener a una temperatura contante de 95 °C durante
6.5 min, y luego enfriar a 25 °C por 5 min con agitacion continua a 160 rpm. Se

registraron siete parametros en el viscosoamilograma (Figura 2.)

Viscosidad
Temperatura

Tiempo
Figura 2. Perfil estdndar de RVA, indicando los principales estandares medidos
durante el analisis. Definiendo cada estandar: 1) Temperatura de gelificacion (TG), 2)
Pico maximo de viscosidad (PV), 3) Breakdown (B), 4) Viscosidad minina (VM), 5)
Area de retrogradacion (AR), 6) Viscosidad final (VF) y 7) Retrogradacion total (RT)

6.3. Analisis estadistico

Todos los datos fueron reportados como media + error estandar de la media (SEM)
usando triplicados para andlisis de carotenoides para Nixtamal, tortillas y tortillas
chips, y duplicado para los granos. Para el analisis estadisco se obtuvieron las
diferencias significativas (ANOVA) por medio del software JMP®, version 12 (SAS
Institute Inc., Cary, NC) y se utilizo el Test de Tukey como método de comparacion
(Grafica 1). En el primer estudio se realizo un analisis de varianza de un factor
(ANOVA). Seguidamente, se utilizo el Test de Tukey como método de comparacion.
Durante este se evaluo el impacto del genotipo en la estabilidad de los carotenoides.
En el segundo estudio, se realizo un analisis de varianza de dos factores totalmente

aleatorio (ANOVA). Seguidamente para comparar las medias se utilizo el Test de
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Tukey como método de comparacion. Durante este se evaluo el impacto del genotipo
y el tipo de tratamiento en la estabilidad de los carotenoides.

Gréfica 1. Disefio experimental

] Genotipo
Tratamiento

1 2 3* 4 5 6*
Granos n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2
Nixtamal n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Tortilla n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Chips-Canola n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Chips-Palma n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

n = al numero de muestras tomadas

7.RESULTADOS

7.1. Evaluacion del perfil de carotenoides en seis genotipos seleccionados de maiz.
Se utilizaron dos lineas comerciales de maiz, las cuales contenian en promedio 20.2
ug/g de carotenoides totales. Por otro lado, se utilizaron cuatro hibridos experimentales
de maiz, los cuales contenian un promedio de 51.7 + 7.6 ug/g de carotenoides totales.
El genotipo #2 es el genotipo con mayor contenido de carotenoides totales (62.8 ng/g).
Adicionalmente, este genotipo cuenta con el nivel mas alto de zeaxantina con cerca de
36.2 ng/g (Tabla 2.). Las xantofilas son los carotenoides mas predominantes en todos
los genotipos de maiz; sin embargo, los hibridos experimentales de maiz contienen

cerca de tres veces mas xantofilas que las variedades comerciales.
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Tabla 2. Contenido de carotenoides (ug/g) en genotipos seleccionados

) Genotipo
Carotenoides
1 2 3* 4 5 6*
Luteina 238+0.1b 156+02c 33x11d 290+14a 11.8+0.6c 13.1%0.1c
Zeaxantina 169+05a 36.2+0.1b 7.1+48b 103+03b 305+15a 6.8+0.0b
a-criptoxantina 16+00a 08+02a 41+39% 22+0l1a 07+0la 11+0.2a

B-criptoxantina 07+00b 18+00a 04%04b 05+00b 1.7+01a 04+0.1b

15-cis-p-caroteno  0.4+0.0a 09+0.0a 06+05a 03%0.0a 08+00a 0.3=x0.0a

13-cis-p-caroteno  0.9+0.0b 1.3+00a 02+0.1e 0.6+0.0cd 0.8%0.0bc 0.4+0.0de

a-caroteno 04+00a 04+00a 01+00b 04+00a 03+00a 03+0.1a
B-caroteno 354000 58+00a 04+00e 24+00c 36+01b 1.2+0.1d
Xantofilas 43.1+04a 544+03a 15+79b 420+18a 447+20a 21.4%05b
Carotenos 52+0.1b 84+0la 18+12c 3.6+00bc 55+01b 21+0.2c
pVAC 55+00a 84+0la 34+28 44x0la b57+0la 24x0.3a

Carotenoides
Total 482+04a 62.8+04a 16.8+9.2c 456+1.8ab 50.2+2.2a 23.5+0.7bc
otales

Diferentes letras entre columnas indica una diferencia significativa segin el test de Tukey (P<0.05).
Los datos representan las medias £ SEM de n= 2 observaciones independientes.

*Genotipos comerciales
7.2. Evaluacion de la retencion de carotenoides durante la elaboracion de
tortillas y chips de tortilla.
La estabilidad de los carotenoides se evalué en las diferentes etapas de procesamiento
de maiz para la elaboracion de tortillas y tortillas chips. En la primera etapa, la
nixtamalizacion, se observO de forma general que no hay una diferencia
estadisticamente significativa en la concentracion de carotenoides totales (p<0.001) en
comparacion con la concentracion inicial de los granos; adicionalmente, se encuentra
una retencion promedio entre los genotipos utilizados (exceptuando el genotipo 3 y 4)
de los carotenoides totales de 73%. Sin embargo, en la etapa de coccidn, si se observé
que tuvo un efecto significativo en la retencion de carotenoides. En la coccion en seco
de las tortillas, hubo una retencion de carotenoides totales cerca del 42%. En la coccion

por fritura de las tortillas para la obtencion de las tortillas chips, hubo una retencién de

21



carotenoides totales cerca del 43% para tortillas chips freidos en aceite de canola y 80%
para tortillas chips freidos en aceite hibrido de palma. Por otro lado, se observo que en
relacion al contenido de xantofilas, durante la nixtamalizacion, se observo de forma
general que no hay una diferencia estadisticamente significativa en la concentracion de
xantofilas (p<0.001) en comparacion con la concentracién inicial de los granos;
adicionalmente, se encuentra una retencion promedio entre los genotipos utilizados
(exceptuando el genotipo 3 y 4) de las xantofilas de 72% mostrando una retencién

similar a la obtenida en los carotenoides totales.

En la elaboracion de los tortillas chips, se encontré que al realizar la comparacion entre
el uso de aceite de canola y aceite hibrido de palma para la obtencion de tortillas chips,
los contenidos de carotenoides totales fueron dos veces mas altos en las tortillas chips
freidas en aceite de palma versus las tortillas chips freidas en aceite de canola. Las
diferencias observadas se deben principalmente al aporte de carotenoides pVAC del
aceite de palma; sin embargo se observo que durante el proceso de fritura hubo una
perdida de pVAC en este aceite, debido a que se conto con una concentracion inicial
de 160 pg/ml y se obtuvo una concentracion final (después de fritura) de 74 ug/g,
presentando perdidas de pVAC de 46% en el aceite hibrido de palma después ser
sometido a fritura. Esta perdida de pVAC en el aceite se ve reflejada tanto en el proceso
de degradacion por oxidacion de los carotenos, como en la adicion que se logro
encontrar en las tortillas chips freidas en este tipo de aceite, pues sus niveles de pVAC

incrementaron nueves veces a las concentraciones de los granos utilizados.

Comparando los contenidos de carotenoides entre los hibridos experimentales y
comerciales en los productos finales, se encontr6 que la concentracion de carotenoides
totales en tortillas preparadas con los hibridos experimentales (genotipos 1, 2, 4 y 5)
estuvo en un rango entre 19.1 ug/g —25.2 ug/g, mientras que para las variedades
comerciales (genotipos 3 y 6) las concentraciones de carotenoides totales variaron en
un rango mas estrecho entre 8.3ug/g (Tabla 3.). En el caso de las xantdfilas, si bien se

observo una pérdida cerca de 59% después de la coccion en seco, los hibridos
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experimentales contienen aproximadamente tres veces mas concentracion de xantofilas

en comparacion con los genotipos comerciales, y dicha relacion se mantiene a lo largo

de los diferentes pasos de procesamiento. Es decir, el contenido de xantdfilas en

tortillas preparadas con genotipos experimentales versus genotipos comerciales fue en

promedio de 21.6 ug/g y 7.0 ug/g, respectivamente. En el caso de las tortillas chips

elaboradas a partir de hibridos experimentales y que fueron freidas en aceite de canola

mostraron una concentracion de carotenos promedio de 2.1 ug/g y 0.6 pg/g aquellas

elaboradas a partir de los hibridos comerciales; mientras que las tortillas chips que

fueron tratadas con aceite hibrido de palma, presentaron una concentracién promedio

de 13.2 ug/g en los hibridos experimentales y 11.8 ug/g en los hibridos comerciales

(Tabla 3.).

Tabla 3. Contenido de carotenoides (ug/g) durante la elaboracion de tortillas chips

Tratamiento Genotipo
2 3* 4 5 6*
Luteina
Granos 238+x0.1 156+02 33%+11 290+14 118+06 131zx0.1
Nixtamal 185+05 151+10 98+04 176x18 87x02 86=x05
Tortilla 96+01 78+05 44+03 11204 6.2+x05 39zx01
Chips-Canola 13.2+0.9 92+02 48+03 111+05 59+03 4.0zx0.1
Chips-Palma 122+03 87x05 52+02 13+x0.7 59+03 41+01
Zeaxantina
Granos 169+05 362+01 71+48 103x03 305+15 6.8x00
Nixtamal 127+£05 245+06 52+03 296x28 202+05 41x03
Tortilla 64+02 119+£05 23+£02 47+£02 146+12 24zx03
Chips-Canola 7.1+0.1 135+05 20+£01 38%+02 130+x05 1.7+01
Chips-Palma 74+03 138+07 24+00 56+01 144+08 20zx0.2
Xantofilas
Granos 431+04 54403 15+79 420+18 447+£20 214+05
Nixtamal 329+x09 418+16 161+0.7 498+48 30906 139x0.8
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Tortilla 171+02 211+10 7.1+05 171+08 221+18 6.9+0.2

Chips-Canola 21.4+09 23.7+0.7 71+05 155+0.7 198+08 6.1+0.2

Chips-Palma 206+06 236+11 81+02 208+09 214+11 6.8+04

Carotenos
Granos 52+01 84+01 18+12 36+00 55+01 21+0.2
Nixtamal 44+02 66+09 21+01 64+15 49+01 19+0.2
Tortilla 22+01 33+x01 11+£01 20+£01 31+02 15z%01

Chips-Canola 23+01 2900 06+00 13+02 19+00 05=%00

Chips-Palma 211+14 189+08 145+19 168+13 198+1.0 21.1+27

pVAC
Granos 55+00 84+01 34+£28 44+01 57+x01 24%03
Nixtamal 44+01 6.7+10 2100 65%+15 46+00 2002
Tortilla 22+00 33+x01 10+01 21+01 30%+02 12z%01

Chips-Canola 24+01 2900 06+00 13+01 19+x00 0600

Chips-Palma 142+09 131+05 97+12 12+08 136+0.6 139+16

Carotenoides Totales

Granos 482+04 628+04 168+9.2 456+18 502+22 235+0.7
Nixtamal 37.2+1.0 484+25 183+0.7 56.2+52 357+07 15710
Tortilla 193+03 243+11 83*06 191+08 252+20 84=%03

Chips-Canola 23.7+09 265+0.7 77+x05 16708 21.7+09 6.6%0.2

Chips-Palma 416+10 425+x14 227+20 376+x19 412+04 279+28

Los datos representan las medias £ SEM de n=3 observaciones independientes.

*Genotipos comerciales

Adicionalmente, se realizaron los calculos respectivos para conocer el potencial aporte
de carotenoides al consumir una porcion de tortillas y tortillas chips (Tabla 4.). Se
observo que el contenido de carotenoides totales de las tortillas y tortillas chips freidos
en aceite de canola y preparados con maiz biofortificado es tres veces mas alto que las
tortillas a base de maiz comercial, debido a un aporte superior de xantofilas. Por otro
lado, se observo que una porcion de las tortillas chips freidas en aceite hibrido de palma
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proveen cerca de 2 veces mas carotenoides provitamina A con respecto a los genotipos
comerciales y los chips de tortilla freidos en aceite de canola.

Tabla 4. Contenido de carotenoides en una porcion de tortilla o tortillas chips para

adultos.

_ Comerciales Hibridos
Tratamiento

na/g mg/100g mg/50g ug/g mg/100g mg/50g

Luteina
Tortilla 4.2 04 0.2 8.7 0.9 0.4
Chips-Canola 4.4 0.4 0.2 9.9 1.0 0.5
Chips-Palma 4.7 0.5 0.2 10.0 1.0 0.5
Zeaxantina
Tortilla 24 0.2 0.1 9.4 0.9 0.5
Chips-Canola 1.9 0.2 0.1 94 0.9 0.5
Chips-Palma 2.2 0.2 0.1 10.3 1.0 0.5
Xantofilas
Tortilla 7.0 0.7 04 194 19 1.0
Chips-Canola 6.6 0.7 0.3 20.1 2.0 1.0
Chips-Palma 7.5 0.7 04 21.6 2.2 11
pVAC
Tortilla 1.1 0.1 0.1 2.7 0.3 0.1
Chips-Canola 0.6 0.1 0.0 2.1 0.2 0.1
Chips-Palma 17.8 1.8 0.9 19.2 19 1.0
Carotenoides totales
Tortilla 8.4 0.8 04 22.0 2.2 11
Chips-Canola 7.2 0.7 04 22.2 2.2 1.1
Chips-Palma 25.3 2.5 1.3 40.7 41 2.0

Una observacion adicional en el estudio fue en la saponificacion de los extractos de
carotenoides de productos freidos de maiz. En términos medotodologicos se observo

que al momento de realizar la extraccion de carotenoides, fue necesario usar dos
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metodologias diferentes. Al inicio de la extraccion se planted una extraccion de los

carotenoides con saponificacion siguiendo la metodologia reportada por Kimura,

Rodriguez-Amaya, & Godoy, (1990); sin embargo se observo una pérdida de los

carotenoides polares, es decir las xantofilas, en un 91%. Por lo cual fue necesario

implementar como metodologia una extraccion sin saponificacion con el fin de evitar

la pérdida de estos carotenoides, como se describe por Ortiz et al., 2019. La diferencia

obtenida con cada metodologia se pudo observar en el cromatograma presentado en la

Figura 3, donde se presenta una alta pérdida en los carotenoides polares y una

disminucion leve en los carotenoides no polares.

Figura 3. Cromatograma con saponificacion (Color rosado) vs cromatograma sin

saponificacion (Color azul). A = 450nm. Definiendo cada pico como: 1) Luteina, 2)

Zeaxantina, 3) B-apo-8'-carotenal, 4) a-criptoxantina, 5) B-criptoxantina, 6) 15-cis-f-

caroteno, 7) 13-cis-p-caroteno, 8) a-caroteno, 9) p-caroteno, y 10) 9-cis-p-caroteno
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7.3. Caracterizar las propiedades visco elasticas de lineas de maiz biofortificado

Para desarrollar este objetivo se hizo uso del (RVA, por sus siglas en inglés) como una
herramienta analitica para examinar las propiedades de visco elasticas de los genotipos
de maiz seleccionados. Se tom6 como valores de estdndares para la obtencion de
nixtamal y tortillas de alto rendimiento y buena calidad, los resultados reportados
previamente por Vazquez-Carrillo y Santiago-Ramos 2019: PV 2563-4689 cP, VM
1403-2832 cP, Viscosidad Final 3450-6222 cP, B 502-2538 cP, y RT 1685-3539 cP.
Con base en eso, se observé que el 61% de los genotipos seleccionados cumplen con
los valores de pico maximo de viscosidad, el 27% de los genotipos cumplen con los
valores de viscosidad minima, el 50% cumplen con los valores de Breakdown y
Unicamente 17% con la viscosidad final; sin embargo, solo 2 de los genotipos
seleccionados cumple tanto con la viscosidad méxima y final, donde estos genotipos
son de maiz bioforticado (Figura 4. y Tabla 5.).
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100,00

80,00

60,00

Viscosidad (Cp)
3
3
Temperatura (C)

40,00

20,00

-500 g 3 10 15 20 25 30 0.00
Tiempo (min)

Temp Etype7007 113RM
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DH10/MBUB DHI12/PHRO3
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——DHI12/FBLL ——DHI10/PHW52//PHW52 Brown O-5-3/PHG47/KUI1421 Pink O-13-2
——POI-15/LH159 ——DHI10/PHW52//PHW52 Brown O-5-8/PHG47/KUI1421 Pink O-13-8
—— TR-15-08/LH159 KUI1519/DH16

TR-03-08/(PHR03/Catsol//PHR03) ——ARG/DH16

DH10/PHHBY DHI16/Ames

C-4/LH159

Figura 4. RVA, curva de viscosidad de hibridos de maiz naranja vs. Genotipos

comerciales
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Tabla 5. Resumen de las propiedades visco elasticas en lineas de maiz biofortificado

PV VM B VF AR TG
2 2180 +133 1110+106 2216+ 133 6055+1008 6092 +1002 75+0.3
3 4209+£82 1266+19  4249+86 7820 + 352 7860 + 354 74+04
6 3765+ 154 1388 +138 3798+ 156 7687 * 627 7720 £ 630 73+05
7 2688 +135 1461+51  2734+131 7969 +176 8016 +178 75+0.4
8 2796 £ 221 1547 +103 2836 +223 8482 + 553 8522 + 549 75+0.8
9 3324+27 1536+50 3359+36 8071248 8107 + 256 74+0.1
10 2652+52 1319+16 2699+52  8138+*61 8185 + 61 75+0.8
10 3132+60 1233+18 3175%+63 7046 +224 7089 + 222 75+0.1
12 1778+108 1019+69  1815+117 5306 + 344 5343 + 353 76 +0.0
13 2942 +353 1484 +118 2977 +353 8316+ 707 8353 + 708 75+0.6
14 2932+360 1471+161 2968+ 353 7264 +892 7300 + 885 76 +0.7
15 1922+52  1226+30 1962 +57 7264 +102 7304 + 107 77+0.3
16 2285+230 1406+46  2333+229 9226 + 188 9275+ 189 75+05
17 2078+293 1168+95 2107 +292 8366 * 598 8402 + 606 75+1.3
18 161647 1310+21 1637 +45 8219+ 292 8239 + 289 77+0.3
19 1648+302 1267 +92 1692 +323 8432+1188 8477+1207 76+0.8
20 1743+25 1461+122 1790%5 8262 + 274 8308 + 253 80+0.6
21 2372+48 1618+92 2426 +38 9736 =280 9790 + 270 76 +0.3
22 3325%+21 1249+25 33647 5953+ 71 5992 + 57 73+0.0
23 3217+284 1045+56  3249+291 4788 +231 4820 + 238 73+0.0
24 2602 +114 1229+0.5 2638+117 6259 *36 6294 + 38 75+1.3
25 2795%+7.0 1126+5.0 2837+20 5448+110 5491 + 115 74+0.1

TG: Temperatura de gelificacion, PV: Pico maximo de viscosidad, B: Breakdown, VM: Viscosidad
minima, AR: Area de retrogradacion, VF: Viscosidad final

8.DISCUSION DE RESULTADOS

Este estudio tuvo como proposito caracterizar el impacto del proceso de elaboracion de
tortillas y chips de tortilla en la estabilidad de carotenoides utilizando genotipos

comerciales y en hibridos biofortificados de maiz. Para cumplir con este propdsito se
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plantearon tres objetivos especificos. Para el primer objetivo, se evalud el perfil de
carotenoides en cuatro genotipos seleccionados de maiz biofortificado, los cuales
fueron elegidos segun su perfil de carotenoides (Tabla 2.). De aqui se pudo observar
que los hibridos experimentales tienen cerca de tres veces mas contenido de xantofilas
que las variedades comerciales, resultado que coincide con lo reportado anteriormente
por Ortiz, (2017); Ortiz et al., (2019); Venado et al., (2017)

Para el segundo objetivo, se evalud la retencion de carotenoides durante la elaboracion
de tortillas y chips de tortilla. Como se ha reportado anteriormente los carotenoides son
susceptibles a degradacion al ser sometidos a procesos térmicos (Failla et al., 2012;
Zhang, et al., 2020), lo cual se pudo observar en la etapa de coccion en seco (etapa final
para la obtencidn de tortillas) donde se obtuvieron una retencion de carotenoides totales
cerca del 42% en los hibridos experimentales y 39% en los genotipos comerciales
(Tabla 3.). Sin embargo, en contraste con otros estudios, las retencion observadas en el
presente estudio se encuentran dos veces por debajo a las reportadas por Zhang, et al.,
2020, quienes reportaron retenciones del 78% en el proceso de elaboracién de tortillas
tradicionales con maiz biofortificado. Estas diferencias en la degradacion de
carotenoides pueden estar asociadas a diferencias durante el procesamiento para ambos
estudios como tambien diferencias en los tipos de maiz evaluados. Dentro de las
diferencias que pudieron influir en la degradacién encontramos en primer lugar las
ocasionadas por el procesamiento, dentre de estas se encuentra que el tiempo de remojo
de las muestras en Ca(OH). menor al realizado durante este proyecto, al igual que el
tiempo de ebullicion inicial de la muestra; y en segundo lugar se encuentra el tipo de
maiz utilizado, dado que se reportan contenidos mayores de carotenoides en el estudio
realizado por Zhang, et al., 2020, adicionalmente, se presentan condiciones geogréaficas
diferentes en todo el proceso de siembra y cosecha. Lo siguiente sugiere que tanto
factores asociados a la matriz como su procesamiento inciden sustancialemente en la

retencion de los carotenoides en productos alimenticios listos para el consumidor.

Una observacion adicional para destacar es el efecto del tipo de aceite sobre el

contenido final de carotenoides en las tortillas chips. Este tratamiento se realiz6 con
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dos tipos de aceites diferentes (aceite de canola y aceite hibrido de palma). Al comparar
el contenido de carotenoides para ambos chips, se encontr6 que las tortillas de maiz de
los hibridos experimentales freidas en aceite hibrido de palma presentaron una “menor
pérdida” con respecto al maiz crudo, es decir, 20% para carotenoides totales y 53%
para xantofilas versus 57% para carotenoides totales y en 56% xantofilas de pérdidas
de carotenoides en las tortillas chips freidas en aceite de canola (Tabla 3.). Dicha
discrepancia en la retencion de carotenoides se debe a que el aceite de palma per se
contenia cerca de 160 pg de carotenoides totales/ml. En otras palabras, lo que se
observo fue un incremento del contenido de carotenoides totales en los chips freidos

en aceite de palma, posiblemente carotenos provenientes del mismo aceite de palma.

Sin embargo, a pesar de las pérdidas obtenidas durante el procesamiento, es importante
sefialar que una porcion de tortillas y tortillas chips para un adulto promedio es de 50
g. Asi que, una porcién de tortillas y tortillas chips en aceite de canola aportaria ~1,1
mg de carotenoides totales. Por su parte, los tortillas chips en aceite de palma aportarian
~2,0 mg de carotenoides totales (Tabla 3.). Para cumplir con las recomendaciones
sugeridas en estudios clinicos para la prevencién de enfermedades como Alzheimer,
enfermedad de Parkinson, enfermedades cardiovasculares, diabetes, cancer y
degeneracion macular relacionada con la edad, se requeriria una ingesta entre ~3-6
mg/dia de carotenoides (Institute of Medicine, 2000). Lo cual sugiere que consumir
alrededor de tres porciones al dia de tortillas o tortillas chip freidas en aceite de canola
podria cumplir dicha recomendacién minima para ver un posible efecto en salud. Si se
comsumiera tortillas chips freidos en aceite de palma seria necesario Unicamente dos
porciones al dia para cumplir esta recomendacién minima (Tabla 4.). Si bien estos
resultados suenan prometedores desde la perspectiva de asegurar y promover una
ingesta adecuada de carotenoides diaria, seria necesario considerar otros factores como

su biodisponibilidad y seguridad de su consumo diario por el consumidor.

Finalmente, para el Gltimo objetivo, se planted caracterizar las propiedades visco

elasticas de veinte genotipos de maiz biofortificado. Aunque al comienzo del estudio
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se buscaba generar el desarrollo de un modelo matematico, para lograr establecer una
gama de valores de los parametros RVA que permitirian predecir la dureza del maiz en
nuestras lineas de maiz y los atributos de calidad de la masa y la tortilla; sin embargo,
para cumplir con el desarrollo del modelo matematico se requeria la evaluacion de las
propiedades fisico-quimicas del grano como el indice de flotacion, el contenido total
de proteinas, almidon y lipidos, la relacion entre amilosa/amilopectina y las curvas de
viscosidad. Actividades que requeririan mas tiempo para completer, por tanto solo fue
posible solo obtener las curvas de viscosidad. Razdn por la cual se hizo un breve
escaneo de los hibridos experimentales con mayor contenido de carotenoides, donde se
observd que el 61% de los genotipos seleccionados cumplen con los valores de
viscosidad maxima (Tabla 5.), pardmetro que define la mayor viscosidad alcanzada
durante el calentamiento, este se alcanza al final del estado maximo de hinchazon de
los granulos de almidon; lo cual en la industria alimentaria se define como un mayor
rendimiento en el proceso de elaboracion de tortillas debido a su capacidad de
absorcion de agua (Almeida-Dominguez, Suhendro, & Rooney, 1997). Adicionalmente
el 17% de los hibridos experimentales cumplen con el rango viscosidad final donde se
demostrd que los genotipos que alcanzan estos valores tienen una mayor elongacion en
tortillas (Vazquez-Carrillo & Santiago-Ramos, 2019). Sin embargo, al cruzar la
variable de viscosidad final y el pico de viscosidad méxima, se obtuvo que Unicamente
dos hibridos experimentales cumplian con estos valores, lo cual sugiere que este par de
hibridos serian los que mayor rendimiento y elongacion tendrian en la elaboracion de
tortillas. Lo cual sugiere que cumpliria con los parametros de calidad que se buscan a
nivel industrial, debido que al haber un mayor rendimiento del nixtamal se genera una
reduccion de costos al momento de la produccion de tortillas, y por otro lado, al tener
una enlongacion adecuada, se cumple con las caracteristicas sensoriales que buscan los

consumidores de este tipo de productos.
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9.CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio mostraron que las lineas de maiz biofortificado tienen
una retencion de carotenoides similar a los genotipos comerciales tanto en tortillas
como en tortillas chips, sin embargo, cuentan con un contenido tres veces mayor de
xantofilas; lo cual muestra una mejora del perfil nutricional de estos productos a base

de maiz.

Se encontrd que una porcion 50 g de tortillas o tortillas chips cubre el 37% de la
recomendacion minima de consumo de carotenoides diarios para un posible efecto en
salud. Sin embargo si se hace uso del aceite hibrido de palma durante la fritura de los
tortillas chips una porcion de esta lograria cubrir 67% de la recomendacion minima,

mostrando de tal manera el potencial que tendria este producto en el area de la salud.

Adicionalmente se cree que se han desarrollado lineas de hibridos de maiz que poseen
una viabilidad a nivel industrial, sin embargo es necesario el desarrollo de todo el

modelo matematico con el fin de determinar efectivamente su viabilidad.

10.RECOMENDACIONES

Para estudios posteriores se recomienda realizar un estudio que describa el impacto del
uso de Ca(OH), en diferentes concentraciones al momento de realizar la
nixtamalizacion, debido a que se cree que este compuesto podria llegar a afectar la
biodisponibilidad de los carotenoides, dada la interaccion de nutrientes que se puede
llegar a presentar. Adicionalmente, se sugiere realizar un modelo de bioaccesibilidad
in vitro para estos productos. , con el fin de conocer la absorcion de los carotenoides y
las perdidas que se tienen durante el proceso digestivo. Valdria la pena incluir
tratamientos térmicos a diferentes temperaturas para los productos o fritura al vacio

para determinar el impacto.
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