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RESUMEN

Se sabe que durante la nixtamalizacion ocurren cambios quimicos que afectan al
grano de maiz, especialmente en el granulo de almidon. El almidon interactda con
los diversos componentes del grano y se cree que principalmente con las
proteinas, lo que causa un mayor gasto de energia para conseguir la
gelatinizacion necesaria en la elaboracion de productos de botana. En este estudio
se determiné el efecto de la extraccion secuencial de las fracciones proteicas en
las propiedades térmicas de harina de maiz nixtamalizado y se comparé con
muestras control (coccion sin cal). La extraccion de las proteinas se realiz6 de
acuerdo a la solubilidad de las diferentes fracciones empleando el método de
Rojas-Molina et al. (2008). El analisis de las propiedades térmicas de los residuos
tras la extraccion secuencial de proteinas reveld que la ausencia de globulinas en
la harina provoca una desestabilizacién del granulo de almidon disminuyendo la
entalpia de gelatinizaciéon (AH). Al eliminar globulinas, albuminas y a, B y 6-zeinas
(residuo 1ll) se incrementa la entalpia de gelatinizacion en muestras con cal (4.91
+ 0.14 J/g) contrariamente a lo ocurrido en muestras sin cal (2.73 + 0.24 J/g). En el
residuo que contenia almidon y glutelinas se obtuvo el mayor valor de entalpia
(5.97 £ 0.24 J/g) en muestras con cal. La entalpia disminuye notablemente cuando
todas las proteinas han sido extraidas a valores proximos a 2.40 J/g. Se concluye
que las zeinas desestabilizan al granulo de almidén, haciendo que cuando estan
presentes se requiera menor energia para gelatinizarlo. Las globulinas y las
glutelinas por el contrario son las fracciones proteicas que contribuyen a dar
estabilidad al granulo de almidén, por lo que su ausencia va a provocar una

reduccion en la entalpia requerida para la gelatinizacion del almidén.

Palabras clave: nixtamalizacion, entalpia de gelatinizacién, fraccién proteica,

harina de maiz nixtamalizada.



1. MARCO TEORICO

1.1 MAiZ

El maiz es un producto basico en la alimentacion, sociedad, cultura y economia de
México. Botanicamente, el maiz pertenece a la familia de las gramineas, es una
planta anual alta dotada de un amplio sistema fibroso (FAO, 2011). Su nombre
cientifico es Zea mays cuyo género Zea pertenece a la Familia Poaceae. En
México y Centroamérica existen cinco especies de maiz: Zea diploperennis, Zea
perennis, Zea luxurians, Zea nicaraguensis y Zea mays. La especie Zea mays se

agrupa en cuatro subespecies:

e Zea mays L. ssp. huehuetenangensis
e Zea mays L. ssp. mexicana.
e Zea mays L. ssp. parviglumis.

e Zea mays L. ssp. mays, el maiz cultivado propiamente (Kato et al., 2009)

Desde antes del descubrimiento de América (alrededor del afio 1000 d.C.) la
planta de maiz comenzé a ser esparcida por agricultores-mejoradores siguiendo
un proceso de seleccion en el cual conservaban las semillas de las mejores
mazorcas para sembrar en la proxima estacion; los indios plantaban maiz en
forma simple: echaban las semillas en un agujero, las espolvoreaban con ceniza
de madera para mejorar el suelo, afiadian un pescado como fertilizante y cubrian
las semillas con tierra. Actualmente las variedades de maiz requieren un suelo
arcilloso y calido, ademas de que el maiz produce mas si se siembra después de
una cosecha de leguminosas en rotacion con otras plantas. El tiempo de
desarrollo varia desde dos a siete meses. El clima ideal del maiz es calido con
frecuentes lluvias durante los meses de verano, noches calidas y humedad alta

siendo un producto tropical que no puede darse en regiones frias (FAO, 2011).



1.1.1 Origen

El cultivo del maiz tuvo su origen, con toda probabilidad, en América Central,
especialmente en México, de donde se difundié hacia el norte (Canada) y hacia el
sur (Argentina). La evidencia mas antigua de la existencia del maiz, de unos 8000
afos de antigliedad, fue encontrada por arquedlogos en el valle de Tehuacan
(México) pero es posible que hubiese otros centros secundarios de origen en
América (Galinat, 1977). Se cree que el maiz actual se desarroll6 a partir del
teocintle Zea mays ssp. parviglumis, (Zhang et al., 2002) cultivo de México y
Centroamérica, debido a que comparte muchas caracteristicas genéticas con el
maiz. El teocintle es una planta anual que posee de dos a cuatro hileras de
semillas (Figura 1) (Paredes et al., 2009). Se considera que el teocintle tuvo gran
influencia en la alta variabilidad genética y desarrollo de las principales razas de
maiz en Mesoameérica, como por ejemplo las razas reventdn, tepecintle, tunicado y

olotillos.

C1 c2

Figura 1. Espigas del teocintle (A y B), hibridos del teocintle y el maiz (C y C1) e hibrido
con su hoja (C2).



El maiz era un articulo esencial en las civilizaciones maya y azteca y tuvo un papel
importante en sus creencias religiosas, festividades y nutricién. La supervivencia
del maiz més antiguo y su difusién se debié a los seres humanos, quienes
recogieron las semillas para posteriormente plantarlas o incluso utilizarlas como
moneda de cambio por otros productos. A finales del siglo XV, tras el
descubrimiento del continente Americano, el grano fue introducido en Europa a
través de Espafa. Se difundié entonces por los lugares de clima mas calido del
Mediterrdneo y posteriormente a Europa septentrional. Ahora, el maiz se cultiva en
todas las regiones del mundo aptas para actividades agricolas y que se recoge

todos los meses del afio (Galinat, 1977).

Con respecto al teocintle, actualmente se encuentra en peligro de extincién, ya
que los agricultores creen que es un tipo de hierba indeseable y lo cortan,
dejandolo como abono. Sin embargo distintos estudios han mostrado que por sus
genes es compatible con el maiz y se ha tratado de hacer cruzas entre las dos
plantas, esto con el fin de atribuirle al maiz la resistencia y mayor contenido de
nutrientes del teocintle, por lo que en México se han realizado trabajos de
monitoreo y recoleccién del teocintle, siendo el mas reciente el proyecto dirigido
por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP) en conjunto con la Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad (CONABIO). Se logré hacer una cruza del maiz con el teocintle el
cual se conoce como QPM (por sus siglas en inglés Quality Protein Maize) el cual
contiene 55% mas triptéfano y 30% mas de lisina que el maiz normal, ademas de
que el endospermo es duro y vitreo y resiste mas a los ataques por insectos
(Rojas-Molina et al., 2008). Durante ese trabajo se realizaron visitas a diferentes
localidades donde se llevé a cabo el monitoreo de especies de teocintle. Se
estudio la distribucion geogréfica de las poblaciones de la planta de teocintle y se
comprobd que no es uniforme en Centroamérica ni en México, ademas de que
existen amenazas puntuales sobre las poblaciones de teocintle, de modo que se
requieren proyectos permanentes de monitoreo y programas de conservacion in-

situ con apoyos para la participacién de agricultores locales (CONABIO, 2012).



1.1.2 Tipos de maiz

El maiz presenta una gran variabilidad en el color del grano, textura, composicion

y apariencia. Puede ser clasificado en distintos tipos segun: a) la constitucion del

endospermo y del grano; b) el color del grano; c) el ambiente en que es cultivado;

d) la madurez, y e) su uso. Aqui se discutiran los diferentes tipos de maiz basados

en la apariencia del grano y del endospermo. De acuerdo a esta clasificacion los

tipos de maiz mas importantes son dentado, cristalino, duro, reventon, harinoso,
dulce, ceroso y tunicado (FAO, 2011).

El maiz dentado (Zea mays indentata) posee un endospermo grueso, duro
y vitreo, que encierra un centro pequefio, granuloso y amilaceo. Existen dos
tipos de endospermo: el endospermo vitreo que es un almidén muy duro y
el endospermo harinoso que es relativamente blando. El maiz dentado tiene
un endospermo calloso y vitreo a los lados y tanto en la parte posterior del
grano como en el ndcleo central es blando. Al secarse el sector superior,
adquiere una estética similar a la de un diente (Figura 2 D), de ahi su
denominacion

El maiz de tipo cristalino (Zea mays indurata) se caracteriza por poseer un
endospermo de caracteristicas callosas y vitreas en la parte posterior del
grano y a sus lados, sin embargo, el nucleo del mismo es blando
(Figura 2 E).

Los granos del maiz duro son redondos y rigidos al tacto. EI endospermo
esta constituido sobre todo de almidon duro con solo una pequefia parte de
almidén blando en el centro del grano. El maiz duro germina mejor que
otros tipos de maiz (Figura 2 F)

El maiz reventon o palomero (Zea mays everta) es un maiz con
endospermo duro que ocupa la mayor parte del grano y una pequefia
cantidad de almidon blando en la base del mismo; los granos son

pequefios, con pericarpio grueso y con forma redonda (Figura 2 A).



e El maiz de tipo harinoso o amilaceo (Zea mays amylacea) tiene un
endospermo que esta compuesto casi exclusivamente de un almidén muy
blando, que se raya facilmente (muy susceptible al dafio fisico) aun cuando
el grano no estd maduro. Los tipos de maices harinosos muestran gran
variabilidad en el color de grano y textura.

e Los maices dulces (Zea mays saccharata) se cultivan principalmente para
consumir las mazorcas aun verdes, ya sea hervidas o asadas. En el
momento de la cosecha el grano tiene cerca de 70% de humedad y no ha
comenzado aun el proceso de endurecimiento. Los granos tienen un alto
contenido de azucar y son de sabor dulce (Figura 2 B).

e El maiz ceroso (Zea mays ceritina Kulesh) tiene un aspecto opaco y existen
muchas variables (Figura 2 C). El almidon en los maices cerosos esta
compuesto exclusivamente por amilopectina al contrario de los maices
duros y dentados que estan constituidos alrededor del 70% de amilopectina
y 30% de amilosa.

e Por ultimo, el maiz tunicado o envainado (Zea mays tunicata) es una
especie de maiz muy escaso y que no se cultiva comercialmente. Se

considera de caracteristicas primitivas ya que el grano se encuentra

encerrado en una vaina (Grobman et al., 1961; Goertz et al., 1978)

Figura 2. Maiz palomero (A), Maiz dulce (B), Maiz negro ceroso (C), Maiz dentado blanco
(D), Maiz cristalino (E) y Maiz duro (F). Fuente: FAO, 2011.



1.1.3 Estructura y anatomia del maiz

En botanica el grano de maiz se denomina cariépside o cariopsis; cada grano
contiene cuatro estructuras fisicas fundamentales que son el pericarpio, el
endospermo, germen o embridn y la piloriza, éste Ultimo es un tejido inerte en que
se unen el grano y el endocarpio o espiga (Figura 3). Wolf et al. (1969) han
descrito adecuadamente la anatomia general y la estructura microscopica de estos

elementos anatbmicos.

Cascara

Endospermo
Endospermo harinoso
Endospermo cormeo _ ,
Pericarpio
Testa
Granulos de Células tubulares
Almidon Células cruzadas
Mesocarpio
Aleurona Epidermis
Germen
Plimula
Escutelo
Radicula

Pedicelo

Figura 3. Anatomia del grano de maiz (Coleccion FAO N°25, 1993)



La distribucion de las principales partes del grano se muestra en la tabla 1. El
endospermo es la parte de mayor tamafo, corresponde cerca del 83% del peso
del grano. Del endospermo se obtienen los nutrientes o fuente de energia antes de
que el grano germine. A diferencia del pericarpio, contiene un nivel elevado de
almidon (88%), aproximadamente 8% de proteinas y un contenido de aceite
relativamente bajo (Serna, 2009). Por su tamafio, el endospermo aporta la mayor
parte de proteinas, seguido por el germen y en ultimo lugar la cubierta seminal,

que presenta solo cantidades reducidas (Bressani y Mertz, 1958).

Tabla 1. Proporcion de las principales estructuras del grano de maiz.

Estructura Por%;)r;taje
Pericarpio 5-6%
Aleurona 2-3%
Endospermo 80-85%
Germen 10-12%

Watson (1987).

El germen se encuentra en el centro del grano de maiz con un 10 - 12 % del peso
total. Se caracteriza por un elevado contenido de aceite (33%), contiene también
un nivel relativamente elevado de proteinas (cercano al 20%) y minerales que

equivale por término medio al 11%.

El pericarpio se caracteriza por un alto contenido de fibra cruda, aproximadamente
el 87%, que a su vez esta formado fundamentalmente por hemicelulosa (67%),
celulosa (23%) y lignina (0.1%) (Burge y Duensing, 1989).

El resto esta constituido por la pilorriza o cofia (Figura 3), estructura conica que

junto con el pedicelo une el grano a la espiga (Wolf et al., 1952).



1.1.4 Composicion quimica del grano

La composicion proximal del grano de maiz se observa en la tabla 2.
Lipidos: el aceite del grano de maiz esta fundamentalmente en el germen y viene
determinado genéticamente, con valores que van del 3 al 18%. El aceite de maiz
tiene un bajo nivel de acidos grasos saturados: acido palmitico y esteérico, con
valores medios del 11% y el 2%, respectivamente. En cambio, contiene niveles
relativamente elevados de acidos grasos poliinsaturados, fundamentalmente acido
linoleico, con un valor medio del 24% (Serna, 2009). S6lo se han encontrado
cantidades pequefias de &cidos linolénico y araquidonico. Ademas, el aceite de
maiz es relativamente estable, por contener pequefias cantidades de acido
linolénico (0.7%) y niveles elevados de antioxidantes naturales. El aceite de maiz
goza de gran reputacion a causa de la distribucion de sus acidos grasos, acido

oleico y acido linoleico (Bressani et al., 1990).

Tabla 2. Composicion quimica aproximada de las principales partes de los granos de

maiz
Componente Pericarpio Endospermo  Germen Tgtre;lln%el
imi 0, 0 0,

quimico (%) (%) (%) (%)
Proteinas 3.7 8 18.4 8-12
Lipidos 1 0.8 33.2 4-18
Fibra Cruda 86.7 2.7 8.8 8-10
Cenizas 0.8 0.3 10.5 1-2
Almidoén 7.3 87.6 8.3 72-75

Adaptada de Watson (1987).

En cuanto a carbohidratos, se destaca el almidon, al que corresponde hasta el 72-
73% del peso del grano. Se encuentra principalmente en el endospermo y la
pilorriza (cofia), aunque también en las paredes celulares del endospermo y en
menor cantidad en las del germen (Sandstead et al., 1978). Otros carbohidratos

son azucares sencillos en forma de glucosa, sacarosa y fructosa, en cantidades



que varian del 1 al 3% del grano. El almidon esta formado por dos polimeros de
glucosa: amilosa y amilopectina. La amilosa es una molécula lineal de unidades de
glucosa, que constituye hasta el 25-30% del almidén. El polimero amilopectina
también consiste de unidades de glucosa, pero en forma ramificada y constituye
hasta el 70-75% del almidon (Fenemma, 2000). Esta composicion del almidén
viene determinada genéticamente, por ejemplo en el maiz mas comun, (de tipo
dentado), el contenido de amilosa y amilopectina es del 25 al 30% y 70 al 75%
respectivamente, pero el gen que produce maiz ceroso contiene un almidén
formado totalmente por amilopectina, lo que le da una mayor rigidez (Boyer y
Shannon, 1987).

Después del almidén y por orden de importancia, las proteinas constituyen el
siguiente componente quimico del grano de maiz. El contenido de proteina del
grano puede cambiar dependiendo del tipo de maiz, la variedad, las condiciones
agronémicas y demas factores. Se ha encontrado que el porcentaje de proteina
del grano va de 9 al 12%. El contenido de proteina, segun Lasztity (1996) es
mayor en el germen (17 — 20%) y menor en el salvado (4 — 6%). Por su tamafio, el
endospermo contiene cerca del 75% del total de las proteinas del grano y ese
contenido va disminuyendo desde la regién externa hacia el centro del grano
(Hinton, 1953). Las proteinas son moléculas dinamicas e interactivas que sufren
numerosos cambios quimicos y conformacionales durante la nixtamalizacién, a
pesar de esto no se han estudiado a fondo los cambios que tienen al momento de
la nixtamalizacién, las investigaciones so6lo se han enfocado en maiz nativo. Sin
embargo se sabe que la zeina polimeriza durante la coccién, presentando una
masa molecular mayor a 100 kDa (Doudu et al., 2002). Emmambux y Taylor
(2009) estudiaron las propiedades de las prolaminas del maiz tratado
térmicamente e informaron que la polimerizacion de la zeina durante la coccion, es

el resultado de la formacion de puente disulfuro entre monémeros de zeina.
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1.1.5 Clasificacion de las proteinas del maiz

La clasificacion de las proteinas es muy variada, hay algunos autores que
consideran aspectos morfologicos, criterios genéticos, cantidad de aminoacidos
esenciales o valor nutricional, funcién biolégica o composicién quimica (White y
Jhonson, 2003). Aqui nos basaremos en su clasificacion de acuerdo a la

solubilidad de cada fraccion.

Inicialmente, Osborne en 1924 (Landry et al., 1983), clasificé a las proteinas del
maiz en cuatro tipos de acuerdo a su solubilidad: globulinas, albuminas,

prolaminas y glutelinas.

*Globulinas

Son las primeras proteinas extraibles y se les hace referencia como la fraccion |I.
Junto con las albuminas, constituyen la mayoria de las proteinas con actividad
fisiolégica por la estructura cuaternaria que poseen. Se encuentran concentradas
en la capa de aleurona, salvado y germen, con bajo contenido en el endospermo
(tabla 3). De acuerdo al procedimiento original de Osborne (1924) se separan de
las albuminas mediante una precipitacion con sulfato de amonio, aunque en
estudios posteriores se encontré que son solubles en soluciones salinas diluidas
(Paulis y Wall, 1971).

Tabla 3. Distribucién de las fracciones de proteina en el maiz blanco dentado.

Maiz dentado blanco

Fraccion de

. Endospermo  Germen  Pericarpio Total

proteina (%) (%) (%) (%)

GIopuI_mas y 6 52 30 8.5
albuminas

Prolaminas (zeinas 60 5 20 49.3
a, 3, 9,y)

Glutelinas 26 18 10 37.8

Residuos (proteina N.R N.R N.R 4.3

no extraible)

Adaptada de Ortega et al. (1986).
NR: no reportado
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*AlbUiminas

También llamadas fraccion Il. Las albaminas son proteinas solubles en agua pura
(aunque algunas son solubles en sal y se extraen junto con la fraccién 1) que se
encuentran en las células mas externas de la capa de aleurona y germen. La
mayor parte posee actividad enzimética (amilasas, lipasas, proteasas). Su peso
molecular varia desde 12 a 76 kDa. Las albuminas, las globulinas y el nitrdgeno no
proteico totalizan aproximadamente el 18% del total de nitrégeno, con

proporciones del 7%, 5% y 6%, respectivamente (Quintanar, 2009).

*Prolaminas

Son las proteinas de almacenamiento del maiz ubicadas principalmente en el
endospermo (constituyen de 44% a 79% de las proteinas del endospermo).
Su funcién es proveer al grano de nitrégeno, carbono y azufre. La zeina es la
fraccibn mas importante de este grupo, con mas del 45% del contenido total del
grano (tabla 3) y representa el 50% de las proteinas asociadas al granulo de
almiddn. Las zeinas son prolaminas hidréfobas solubles en alcohol (Lawton, 2002)
y se clasifican en a, B, d (Esen, 1987) y y (Esen y Stetler, 1992). Anteriormente las
a, B y &-zeinas eran conocidas como la fraccion Ill o G1 de Laundry et al. (1983)
debido a que se consideraban como glutelinas, hoy en dia esa nomenclatura ha
dejado de usarse. La a-zeina es la prolamina mas abundante del maiz con un 70%
del total (Thompson y Larkins, 1989). La 3-zeina es aproximadamente 5% del total
de las zeinas. Las &-zeinas es el segundo grupo mas abundante de prolaminas
del maiz, constituyen cerca del 20% y tienen mayor contenido de cisteina. Por
altimo las y-zeinas son aproximadamente un 5% del total de las zeinas
(Thompson y Larkins, 1989). Esta ultima proteina tiene caracteristicas intermedias
entre zeina y glutelina y en un inicio Landry y Moureaux (1970) la clasificaron
como glutelina G2 aunque afios mas tarde se acepté como una zeina (y ahora es

conocida como fraccion V) (Esen, 1987).
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*Glutelinas

El endospermo contiene alrededor de 26% de glutelinas, las cuales estan
compuestas en su mayoria por acido glutdmico 'y  prolina.
Hubo mucha controversia para nombrar a estas proteinas: en un inicio el método
mas usado para el fraccionamiento de las glutelinas era el LM (Landry y
Moureaux, 1970) dando como resultado tres subgrupos de glutelinas, que se
nombraron como G1, G2, y G3, a las que le correspondian las fracciones I, IV
(anteriormente descritas) y la fraccion V . Datos de la literatura muestran que las
soluciones descritas por Landry y Moureaux no siempre conducen a un
aislamiento bien definido de las fracciones proteicas. Las variaciones parecian ser
debido a las leves alteraciones en los experimentos que pueden modificar la
eficiencia y selectividad de un medio dado. Por ejemplo, 0.5% de acetato de sodio
en medio acuoso con etanol al 55% y 2-mercaptoetanol (2-ME) al 0.6% es
suficiente para causar la extraccion simultanea de fracciones lll y IV, mientras que
sin la sal sélo se aisla la fraccion Ill. Ademas se demostré que algunas fracciones
contienen polipéptidos propios de una zeina y las empezaron a clasificar en su
mayor parte como zeinas (ademas de que la nomenclatura de G1, G2 y G3 se ha
dejado de usar porque se hacia alusion a las glutelinas). Para despejar un poco la
confusién en distinguir las proteinas solubles en alcohol, dos nomenclaturas
fueron propuestas: la primera, por Wilson (1985, 1987) y la segunda por Esen
(1987) siendo ésta la mas usada hoy en dia. La nomenclatura de Esen se basa en
la solubilidad de la proteina en 2-propanol después de la reduccién con 2-ME.
Este método emplea una solucion diluida de 2-ME y dodecil sulfato de sodio (SDS)

para fraccionar a las glutelinas, por lo que queda de la siguiente manera:

Fraccion [: globulinas y albuminas solubles en sal

Fraccion II: albiminas solubles en agua

*

*

* Fraccion lll: a, 3, & -zeinas y proteinas semejantes a zeina (zein-like)
* Fraccion IV: y -zeinas y proteinas semejantes a glutelinas (glutelin-like)
*

Fraccion V: glutelinas verdaderas (true glutelins)
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1.2 NIXTAMALIZACION

Este proceso fue desarrollado por los antiguos pueblos indigenas de América
Central, junto con el mejoramiento del cultivo de maiz y su uso en la dieta
cotidiana hace mas de 4000 afios. Tradicionalmente, se conoce como
nixtamalizacion al procedimiento de coccion de los granos de maiz utilizando una
solucion alcalina, lo cual causa la remocidon del pericarpio de los granos de maiz
(Bressani, 1958). Suele estar acompafiado de una molienda para la realizacion de
la masa, después se hace un prensado de la masa para formar discos que
finalmente se cuecen por ambos lados para la realizacion de las tortillas (Serna et
al., 1994).

La nixtamalizacién es un proceso que comprende principalmente cuatro etapas:
a) los granos de maiz son sometidos a coccion en condiciones alcalinas, utilizando
normalmente cal (hidroxido de calcio) hasta que el pericarpio se ablande lo
suficiente como para ser removido, b) remojar el maiz cocido con la misma
solucién de coccion (nejayote) durante varias horas (desde 6 hasta 14 h), c) el
lavado del maiz y por ultimo, d) la trituracion del maiz en molinos hasta convertirla
en una aglomeracion suave no pegajosa llamada masa. Este proceso ha sido el
mismo desde entonces, sin embargo ha sufrido de pequefias modificaciones para
aumentar rendimientos o mejorar la calidad del producto obtenido (Bello et al.,
2002).

La coccion en cal tiene varias ventajas: facilita la remocion del pericarpio, controla
la actividad microbiana, mejora la difusion y por lo tanto la absorcion de agua,
aumenta la gelatinizacion de los granulos de almidon y mejora el valor nutricional
al aumentar el contenido de aminoacidos esenciales (desnaturalizacion de las
proteinas por accion del calor) y el contenido de calcio. El tiempo de remojo
distribuye el agua y el calcio a todo el grano, lo cual proporciona el sabor
caracteristico de las tortillas. La trituracion favorece la digestibilidad del maiz y la
coccion del disco por ambos lados le da la textura deseable a las tortillas (Gomez
et al., 1992).
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1.2.1 Calidad de la nixtamalizacion

Las industrias del maiz consideran parametros unicos para el grano nixtamalizado
qgue en gran parte dependen del producto final, algunos de estos incluyen diversas
variables de calidad del grano entre las que destacan: el pericarpio retenido en el
nixtamal, pérdida de sodlidos, dureza del grano después de la coccion y la
humedad del nixtamal. En la industria de los productos de maiz hay dos maneras
para determinar la calidad del proceso de coccion del grano. Uno de ellos es
mediante la evaluacion de la textura de los granos de maiz cocidos (nixtamal) y el
otro a partir de la medicion de su contenido de humedad (Ibarra et al., 2008). La
medicion de la textura del nixtamal se realiza subjetivamente. Un método comun
para evaluar la textura consiste en que un trabajador calificado presione los
granos cocidos entre las yemas de los dedos o también puede morder en el grano
para determinar la resistencia que opone o dureza. La principal desventaja de este
meétodo es que requiere personas con mucha experiencia. No es recomendable el
uso de texturémetros o de prensas ya que no hay parametros establecidos para
cada especie de maiz ni para productos que se requieran elaborar (Gomez et al.,
1992).

Calcular la humedad del nixtamal es importante ya que es uno de los factores
implicados en la textura y por lo tanto la calidad de la tortilla. La evaluacion del
contenido de humedad por gravimetria es un método mas tardado pero mas
exacto y que depende del producto que se quiera comercializar. En el caso
especifico de las tortillas de maiz la humedad que requiere el grano después de la
nixtamalizacion es de 30 - 35% y después del remojo de 40 - 45% (incluso
llegando al 50%) para que la tortilla tenga la calidad deseada en cuanto a textura y
rolabilidad. Hay distintas maneras de evaluar la humedad, la més utilizada para
granos y harinas es por diferencia de pesos la cual consiste en poner a secar la
muestra a 130°C durante 4 horas, dejar enfriar hasta temperatura constante y
pesar (Osborne, 1986).
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1.2.2 Cambios quimicos durante la nixtamalizacion

La transformacion del maiz en tortillas requiere un proceso en el que se utiliza
agua, hidroxido de calcio y calor. Estos tres elementos influyen en la composicion
quimica del maiz elaborado, dando lugar a modificaciones en su contenido de
nutrientes. Los cambios se deben a las pérdidas materiales del grano y a las
pérdidas quimicas, que pueden derivar de la destruccion de algunos elementos

nutritivos y de la transformacién quimica de otros (Quintanar, 2009).

La nixtamalizacion es necesaria para desarrollar la textura adecuada de la masa y
asi obtener productos de buena calidad. Sin embargo, ademas de los cambios
fisicos, ocurren también cambios a nivel molecular. La coccién con cal debilita las
paredes celulares del maiz, facilitando la eliminacion del pericarpio; hay difusion
del agua y de los iones calcio hacia el endospermo del grano (Laria et al., 2005);
se solubiliza la pared celular del endospermo y da lugar a una hinchazon y
destruccion parcial de los granulos de almidén (Cornejo et al., 2013). La
gelatinizacion del almidén es otro aspecto principal al que se someten los granos
de maiz durante la nixtamalizacion. Estos cambios en el almidén han recibido
mucha atencion debido a que es el principal componente de los granos de maiz
(Rojas-Molina et al., 2008). Se ha considerado que los cambios que ocurren en el
almidén durante la nixtamalizacién son los responsables de las propiedades de
textura y sensoriales de la masa y de sus productos finales como tortillas, frituras
de maiz, chips de maiz, etc. ya que dependiendo del tiempo de coccidén se ve
modificada la forma de los granulos. Esto ocurre por la accion del calentamiento:
entre mayor sea el tiempo de cocciébn mayor sera el cambio del granulo de

almidon (Campus-Baypoli et al., 1999).

La gelatinizacion del almidén de maiz ocurre entre los 62 y 70°C, cuando se ha
aplicado la suficiente energia para romper los enlaces intermoleculares que se
encuentran en el almidén, haciéndolo mas susceptible a la degradacion enzimética
y aumentando su digestibilidad. Asi mismo, dificulta la migracion de la grasa en los
productos fritos y la pérdida de almidon lo que afecta directamente a la textura del
producto final (Quintanar et al., 2010).

16



El segundo compuesto mas afectado por la nixtamalizacién son las proteinas. El
tratamiento térmico-alcalino afecta la estructura de las fracciones proteicas
aumentando o disminuyendo su estabilidad. Los cambios mas importantes se

explican a continuacion:

* Las albaminas, globulinas y algunas prolaminas disminuyen su solubilidad y se
incrementa al mismo tiempo la cantidad de proteina no extraible (Vivas et al.,
1987).

* Las albuminas y algunas globulinas son mas susceptibles a solubilizar en el
agua de coccion.

* Hay mayor disponibilidad de aminoacidos principalmente lisina y triptéfano,
debido a la desnaturalizacion proteica, lo que trae como consecuencia que se
incremente la calidad de los productos de maiz.

* Se hallaron niveles de histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina y tript6fano mas elevados en las tortillas que en el maiz.
(Bressani y Scrimshaw, 1958).

* Aumento de la relacion isoleucina-leucina, aminoacidos ramificados vy
esenciales.

* La zeina se polimeriza durante la coccién (formacion de entrecruzamiento
entre mondémeros de zeina por puentes disulfuro) lo que resulta en la
formacion de una estructura mas ordenada y que puede presentar una masa
molecular mayor a 100 kDa (Doudu et al., 2002).

* El agua juega un papel muy importante en la movilidad de la zeina, facilitando
su interaccion con otros péptidos lo que promueve el entrecruzamiento de
enlaces disulfuro, estas interacciones facilitan la formaciéon de redes que
hacen mas rigida la estructura de los geles de almidon (Makeda y Kokini,
1992).

* La presencia de cal parece promover uniones entre calcio y zeina y entre
calcio, zeina y almidon, principalmente por puentes de calcio que son dificiles
de romper, por lo que se cree incrementa la termorresistencia de las proteinas
(Quintanar, 2009).
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* La coccion hincha las capas del pericarpio (se hace mas fragil) lo que provoca
su desprendimiento.

* La capa de aleurona impide la lixiviacion de nutrientes al nejayote.

* Disponibilidad de niacina: Se rompe la ligadura de la niacina a la estructura del
grano liberandose como acido nicotinico.

* La cal permite la absorcién rapida del agua y hace que mejore su difusion
hacia el centro del grano, ocasionando que la gelatinizacion sea homogénea.

* Ademas, la cal actia como agente activo y forma enlaces quimicos tipo cross-
linking entre las cadenas poliméricas de almidén por medio de iones de calcio,
lo cual hace que el almidon de las harinas cambie sus propiedades (Quintanar,
2009).

* Durante la nixtamalizacion el almidon alcanza un bajo grado de gelatinizacion;
en el tiempo de remojo se retrograda (se vuelve a asociar) y forma nuevas

estructuras (Doudu et al., 2002).

Muchos de estos cambios tienen una marcada influencia en las propiedades de
los productos finales como la cohesividad, rolabilidad, elasticidad, olor, color,

sabor, propiedades térmicas, etc.

En cuanto a efectos negativos se refiere, parte de las vitaminas hidrosolubles se
pierden alcanzando valores de hasta el 70%. También se pierde la mayor parte de
la fibra dietética localizada en el pericarpio, asi como la tiamina, riboflavina y

carotenoides (Bressani, 1990).

18



1.3 ANALISIS TERMICO

Cuando una muestra es sometida al calor puede sufrir de cambios fisicos y
quimicos, que alteran su composicion de diversas formas y pueden llevarla a un
estado completamente estable. Esto establece el comportamiento de las muestras
en funcién de la temperatura. Sin embargo, una simple observacion no es
suficiente para cuantificar los cambios que tienen lugar y se requieren medidas
adicionales de dichos cambios. El uso de aparatos sencillos puede permitir
determinar de forma precisa, por ejemplo, la temperatura a la cual tiene lugar una
variacion fisica o quimica (como la gelatinizacion). Esta variacion, especificamente
en una propiedad fisica de la muestra, es la pauta para un analisis térmico
(Goémez, 2009).

El método de la calorimetria diferencial de barrido (DSC por sus siglas en inglés),
es utilizado para cuantificar los cambios en algunos polimeros al ser afectados por
la temperatura. Esta técnica permite determinar la cantidad de calor que absorbe o
libera una sustancia, cuando es mantenida a temperatura constante durante un
tiempo determinado, o cuando es calentada o enfriada a velocidad constante en
un determinado intervalo de temperaturas. La técnica DSC es importante en el
campo de los alimentos, especificamente en los polimeros, debido a su grado de
sensibilidad y a su rapida velocidad de analisis. El conocimiento de la estabilidad
térmica de un material, asi como la completa caracterizacion de sus transiciones,
son de interés en las materias primas dirigidas a aplicaciones en la industria, por lo

gue el calorimetro diferencial de barrido es de gran ayuda (Surifiach et al., 1992).

El calorimetro diferencial de barrido dispone de dos capsulas. Una de ellas
contiene la muestra a analizar y la otra esta generalmente vacia o se puede poner
una muestra conocida y es llamada la de referencia. Se usan calefactores
individuales para cada capsula y un sistema de control comprueba si se producen
diferencias de temperatura entre la muestra y la referencia. Si se detecta cualquier
diferencia, los calefactores individuales se corregiran de tal manera que la

temperatura se mantendra igual en ambas capsulas. Es decir, cuando tiene lugar
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un proceso exotérmico o endotérmico, el instrumento compensa la energia

necesaria para mantener la misma temperatura en ambas capsulas.

Como regla general puede decirse que todas las transformaciones o reacciones
donde se produce un cambio de energia, puede medirse por DSC y graficarse
(Figura 4).

T, Te

AH
-]
]
Z,
=

Tp
TEMPERATURA

Figura 4. Termograma de gelatinizacion

Entre las diversas utilidades de la técnica podemos destacar:

* Medida de la capacidad calorifica aparente

* Determinacion de temperaturas caracteristicas de transformaciéon o de
transicion tales como: transicion vitrea, cristalizacién, transformaciones
polimorficas, fusion, ebullicion, sublimacion, descomposicion, isomerizacion,
etc.
Estabilidad térmica de los materiales

*  Cinética de cristalizacion de los materiales (Surifiach et al., 1992).

20



Al graficar un termograma, realmente se esta viendo la diferencia de temperaturas
gue necesita aplicar el calefactor para que ambas muestras calienten a la misma
temperatura. Normalmente se grafica esa diferencia de temperaturas (AT) contra
el tiempo (minutos). Los datos obtenidos de las transiciones que se registraron en
un endoterma (pico) relacionan el flujo calérico como una funcion de la
temperatura cuando se lleva a cabo la gelatinizacion del almidén, es en ese
momento cuando el equipo tiene que suministrar mas calor a la referencia para
equilibrar al sistema. El pico endotérmico se relaciona con la temperatura

promedio a la cual se lleva a cabo la gelatinizacion.

De la informaciéon que proporciona el DSC hay cuatro datos importantes que se
ven en los resultados del termograma: To, Tp, Te y AH. To se define como la
temperatura de inicio de la transicién, en la gelatinizacion normalmente se
encuentra entre 62 a 84°C (Quintanar 2010). El pico endotérmico se relaciona con
la temperatura promedio a la cual se lleva a cabo la gelatinizacién, este parametro
se conoce también como temperatura de pico o Tp. Te es la temperatura en la que
la transicion ha terminado o temperatura final. El area dentro de la curva es la
medida de la entalpia de transicion (AH), es decir, el calor necesario para llevar a
cabo la gelatinizacion (en este caso, del almidén). Estos resultados proporcionan
informacion acerca del orden-desorden de las moléculas dentro del sistema

(Evans y Haisman, 1982).
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2. JUSTIFICACION

Especificamente, la calidad de las proteinas del maiz se ha estudiado desde hace
mas de 50 afos y se sigue haciendo con el propdsito de mejorar el maiz para que
contenga proteinas con mayor contenido de aminoacidos y asi incrementar su
valor nutricional. Sin embargo aun no hay muchos estudios acerca de los cambios
que tienen las proteinas durante la nixtamalizacion y como afectan a la
gelatinizacion del almidon. Se tiene un conocimiento limitado aproximado de las
modificaciones en la calidad de la proteina del maiz nixtamalizado y de su relacién
con el calcio. Asi mismo, no se han reportado estudios relacionados con las
transformaciones morfolégicas de las proteinas en las transiciones de fase de la
gelatinizacion del almidon en el grano de maiz nixtamalizado. Los cambios
quimicos en el procesamiento del maiz por nixtamalizacién sugieren gque las
proteinas son el componente mas afectado después del almidén debido a su
capacidad de captar energia térmica. El resultado de estas uniones e
interacciones se ve reflejado en las propiedades térmicas de las harinas de maiz
nixtamalizado. Se sabe que con el calor las proteinas polimerizan principalmente a
través de puentes disulfuro y otras interacciones pero se desconoce si el calcio

tiene un papel activo en dicha polimerizacién.
Por ello el objetivo principal de este trabajo es estudiar el efecto de la extraccion

secuencial de las diferentes fracciones proteicas del maiz nixtamalizado frente a

maiz cocido sin cal, en las propiedades térmicas de la masa resultante.
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3. OBJETIVOS

3.1 GENERAL

Determinar el efecto de la extraccion secuencial de las fracciones proteicas en las
propiedades térmicas de la harina de maiz nixtamalizado por medio de estudios

calorimétricos.

3.2 ESPECIFICOS

v’ Extraer secuencialmente las fracciones proteicas de la harina de maiz

nixtamalizado y evaluar dichas fracciones mediante electroforesis SDS-PAGE.

v' Evaluar las propiedades térmicas (Tp y AH) de los residuos de harina
obtenidos tras la extracciéon secuencial de cada una de las fracciones

proteicas mediante calorimetria diferencial de barrido.

v' Comparar los resultados frente a los obtenidos con la muestra control cocida

sin cal.
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4. METODOLOGIA

Se utilizo la variedad de maiz dentado blanco (Zea mays indentata), obtenido en la
region de El Arenal, Hidalgo. Se realizd una seleccion de los granos (eliminando
impurezas, insectos, granos rotos, pequefios, resecos, etc.). El tratamiento
alcalino se llevd a cabo con cal comercial (hidroxido de calcio; pureza 82%)
utilizada comunmente en la industria de la tortilla. El resto de los reactivos fueron

de grado analitico.

4.1 Condiciones de coccion del maiz

Se nixtamalizaron lotes de 500 g de maiz en 1.5 L de agua, usando 1% (p / p) de
hidréxido de calcio (cal) / peso de maiz. Las muestras con nombre “Ca” se
sometieron a un tratamiento térmico a 90°C durante 20 min hasta alcanzar
humedad del 36%, mientras que lotes control de 500 g (no nixtamalizada llamada
“NCa”) se cocieron en 1.5 L durante 43 minutos en ausencia de cal para llegar a la

misma humedad (Gutiérrez et al., 2007).

4.2 Acondicionamiento de la muestra

Tras la coccién se dejé en reposo durante 14 h para alcanzar una humedad
alrededor de 42%, a continuacion las muestras se lavaron con agua desionizada
hasta que el pH de las aguas de lavado fue de 7.0. Tras el lavado, el maiz se
molié en un procesador de alimentos (Oster, China) obteniendo el nixtamal el cual
se dejo secar una noche a 40°C. Posteriormente la muestra se molié y tamizé a
través de un tamiz nimero 100 (150 pm).

Las muestras se desengrasaron con hexano. Para ello, a muestras de 100 g de
harina se adicionaron 900 mL de hexano con agitacion constante durante 15
minutos a temperatura ambiente, después se centrifugaron a 12000 g (15700 rpm)
durante 5 min para recuperar la harina desengrasada. La extraccion de grasa se
realizd por triplicado para cada una de las harinas (Ca y NCa). Las muestras se

secaron durante toda la noche a 40°C con el fin de evaporar el hexano residual.
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4.3 Extraccion de las fracciones proteicas

Las fracciones proteicas se extrajeron a partir de la harina del maiz nixtamalizado
(Ca) y de la harina del maiz no tratada con cal (NCa) (50 g por triplicado) segun la
metodologia descrita por Rojas-Molina et al. (2008). En la tabla 4 se indica la

nomenclatura para cada una de las fracciones extraidas.

Tabla 4. Nomenclatura de las fracciones proteicas y de los residuos

Harina
ConCa SinCa
CaR NCaR
SOBRENADANTE PRECIPITADO
Fracciones proteicas . . -
; Proteinas extraidas Composicion
Con Ca Sin Ca Residuos P
Globulinas y Harina sin globulinas ni
CaF1l NCaF1l albUiminas solublesen CaR1 NCaR1 . 9
sal albuminas solubles en sal
CaF2 NCaE2 AlbUiminas solubles en CaR? NCaR? Harina sin gI_obuImas y
agua albuminas

Harina sin globulinas,
CaR3 NCaR3 albuminas, a-, B-, 5- zeinas
y proteinas tipo zeina

a-, B-, 0- zeinas y

CaF3 NCaF3 . : .
proteinas tipo zeina

Harina sin globulinas,
albuminas, a-, 3-, &-, y-
CaR4 NCaR4 zeinas, proteinas tipo
zeina y proteinas tipo
glutelina

y- zeinas y proteinas

CaF4 NCaF4 . )
tipo glutelina

Harina sin proteinas

CaF5 NCaF5 Glutelinas verdaderas  CaR5 NCaR5 .
extraibles

Las soluciones de extraccion fueron las siguientes:

1) Una solucion de NaCl 0.5 M a 4°C para la extraccion de globulinas y albuminas
solubles en sal (CaFly NCaF1).

2) Agua desionizada a 4°C para la extraccion de albuminas solubles en agua
(CaF2 y NCaF2).

3) 55% (p / p) 2-propanol + 0.6% (v / v) de 2-ME a temperatura ambiente para la

extraccion de a-, 3-, 8-zeinas y las proteinas tipo zeina (CaF3 y NCaF3).

25



4) 0.5 M de NaCl con buffer de boratos a pH 10 + 0.6% (v / v) 2-ME a temperatura
ambiente para la extraccion de y-zeinas y proteinas tipo glutelina (CaF4 y NCaF4).
5) 0.5% (p / v) de dodecilsulfato de sodio (SDS) con buffer de boratos a pH 10 +
0.6% (v / v) 2-ME a temperatura ambiente para la extraccion de glutelinas
verdaderas (CaF5 y NCaFb5).

Posteriormente, las fracciones de proteina que fueron extraidas se dializaron en
un tubo de membrana porosa Spectra/pore (Spectrum Medical Industries, Inc.,
Canad4) con un tamafio de poro de 3500 Da utilizando como solucién de
concentracion menor agua desionizada. Esto se realizé hasta que la conductividad
se mantuvo constante. A continuacion, los extractos dializados se ultracongelaron

a -80°C y se liofilizaron para obtener los aislados de proteina.

Tras la extraccién de cada fraccion proteica se retiraron aproximadamente 8 g de
cada muestra y se secaron por una noche a 40° C (residuos). Para el analisis
térmico se obtuvieron cinco residuos: CaR1 y NCaR1 (después de la extraccion de
globulinas y albuminas solubles en soluciéon salina), CaR2 y NCaR2 (residuo
anterior después de la extraccion de albuminas solubles en agua), CaR3 y NCaR3
(residuo anterior después de la extraccion de a-, B-, 6-zeinas y proteinas tipo
zeina), CaR4 y NCaR4 (residuo anterior después de la extraccion de y-zeinas y
proteinas tipo glutelina) y CaR5 y NCaR5 (residuo después de la extraccion de

proteinas extraibles). En la tabla 4 se indica la nomenclatura para cada residuo.

4.4 Analisis de proteina

El porcentaje de proteina cruda (N x 6.25) de todas las fracciones proteicas, Ca,
NCa, CaR5 y NCaR5 se determind por el método de Dumas con un sistema
autoanalizador FP-528 (LECO, Corporation, St Joseph, USA). Se peso 0.1 g de
muestra homogenizada sobre un papel de estafio (tin foil) y se colocd dentro del

horno de combustién. Todas las muestras se midieron por triplicado.
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4.5 Electroforesis

La composicion de las fracciones proteicas se analizaron mediante electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) en condiciones reductoras
(calor y 4% de 2-ME) y no reductoras (omitiendo el calor y la presencia de 2-ME).
La electroforesis se realiz6 en un sistema de gel vertical de Mini-Protean 3
(minigel, TBIO Corporacién-Rad, Hércules, CA) utilizando un gel de separacion de
15% de acrilamida y con un gel de concentracion de 4%. A las muestras con un
contenido aproximado de 0.20 mg de las fracciones de proteinas liofilizadas de las
harinas de maiz nixtamalizado y el control se adicionaron 0.3 ml de tampon
(0.01% azul de bromofenol, 10% de glicerol, Tris HCI 0.625 M, SDS al 10%) para

obtener una concentracion final de 10 mg de proteina / mL.

En condiciones reductoras se adicioné 4% de 2-ME y las muestras se colocaron
en un bafio de agua hirviendo durante 5 minutos. Posteriormente se centrifugaron
(centrifuga Eppendorf modelo 5415 D, Hamburgo, Alemania) a 12000 g (15700

rpm) a temperatura ambiente durante 15 min.

Para las condiciones tanto reductoras como no reductoras, 20 yL de sobrenadante
se cargaron en pocillos de muestra junto con 5 yL de marcador de peso molecular
con estandares desde 10 a 250 kDa (BioRad, Richmond, CA). Se realizé la
electroforesis a 200 V durante aproximadamente 30 min. Los geles se trataron con
una solucion de tincion de Azul Brillante de Coomassie R-250 (BioRad, Richmond,
CA) y después se destifieron con una solucién de metanol y acido acético glacial
(4:1). Todas las pruebas de gel se realizaron por triplicado. Las masas
moleculares de las proteinas se estimaron a partir de la trama de registro de la

movilidad relativa frente al peso molecular de los patrones de proteina.
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4.6 El analisis térmico

Los picos de temperatura de transicion (Tp) y las entalpias (AH) de todas las
muestras (CaR y NCaR) se determinaron utilizando un calorimetro diferencial de
barrido (DSC) Mettler Toledo (Modelo 822E). El DSC se calibrdé con indio (To =
156.4°C, AH =28.4 J/g) y los datos fueron analizados utilizando el software Pyris.
Aproximadamente 10 g de muestra seca se mezcl6 con agua desionizada para
obtener una mezcla de contenido de humedad del 50%, se dej6 en reposo a
temperatura ambiente durante 1 h para asegurar que la hidratacion se llevé a cabo
(Cameron y Wang, 2006). Se determind un contenido de humedad del 50% para el
analisis térmico de acuerdo con Sahai (2001), que indican que el nixtamal y la
masa tienen contenidos de humedad de 46-51%. Muestras de alrededor de 8 mg
fueron pesadas en charolas de aluminio de 40 uL (Mettler Toledo, ME-27331). Las
charolas se sellaron herméticamente y se sometieron a una rampa de
temperatura desde 25°C hasta 120°C a una velocidad de calentamiento de
10°C/minuto utilizando como referencia una charola vacia. Todas las mediciones

se llevaron a cabo por triplicado.

4.7 El analisis estadistico

Se utilizo6 el software Statgraphics (Minitab Inc., State College PA) para analizar
los datos mediante la aplicacion de un analisis de varianza con un nivel de
significancia del 5% (p = 0.05) y las diferencias significativas entre las medias
fueron definidas por el uso de la prueba de Student-Newman-Keul (Steel y Torrie,
1980).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Extraccion de las fracciones proteicas

Los resultados de la distribucion de las fracciones proteicas y los porcentajes de
recuperacion se muestran en la tabla 5. La muestra NCaF present6 un menor
contenido de proteina que la muestra CaF, probablemente porque los tiempos de
coccioén no fueron los mismos para ambas muestras. La coccién de NCaF (43 min)
fue el doble de tiempo que la de CaF (20 min), lo que pudo haber favorecido una

mayor pérdida de proteina por solubilizaciéon en el agua de coccidn.

Tabla 5. Distribucion porcentual de las fracciones proteicas de maiz cocido con y sin cal

Proteina Porcentaje de proteina total extraida® Proteina
Muestra total F1 F2 F3 F4 F5 Residuo recuperada
(%) (%)
Ca 7.402 7.06° 048" 43.11° 354P 3240° 8.042 94.63
(0.12) (0.07) (0.03) (0.43) (0.21) (0.72) (0.86)
NCa 7.21° 6.132 0.272 4090 2362 29.39°% 7.162 86.20

(0.06)  (0.13) (0.01) (0.57) (0.03) (0.28)  (0.13)

IMedia (desviacion estandar) de tres mediciones

2F1: globulinas y albuminas solubles en sal, F2: albuminas, F3: a-, B-, d-zeinas y proteinas tipo
zeinas, F4: y-zeinas y proteinas tipo glutelinas y F5: glutelinas.

a.b: Media en la misma columna con diferente letra tienen diferencia significativa (P<0.05).

El contenido de proteina total fue similar al rango de 7.28% - 7.51% reportado por
Bressani et al. (2001) y Rojas-Molina et al. (2008). Sin embargo fue mas bajo que
el valor promedio (9.72% + 0.54) encontrado por Flores et al. (2000) en las harinas
comerciales de maiz nixtamalizado. Esto puede ser por las distintas especies de
maiz que se utilizaron en cada trabajo. Los porcentajes de proteina recuperada a
partir de las fracciones CaF1l, CaF2 y CaF3, fueron cercanos a lo reportado por
Vivas et al. (1987) con valores de 8.2% para las globulinas y albuminas y de

50.5% para las prolaminas y proteinas tipo zeinas reportadas por Vivas et al.
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(1987). De acuerdo a Ortega et al. (1986), Vivas et al. (1987) y Rojas-Molina et al.
(2008) usualmente se encuentran concentraciones menores de globulinas y
albuminas después de la coccion y el reposo. EI mismo comportamiento fue
encontrado en las proteinas solubles en alcohol (a, B, &-zeinas y proteinas tipo
zeina), mientras que las glutelinas mostraron un comportamiento opuesto a lo
anterior: su concentracion incrementd probablemente como consecuencia de la
formacion de nuevos enlaces covalentes a través de puentes disulfuro, junto con
interacciones no covalentes (como enlaces iénicos, fuerzas de Van der Waals,
interacciones hidrofobicas) y procesos de desnaturalizacién. Este fendbmeno de
polimerizacion también se ha observado cuando el maiz se cuece en ausencia de

cal (Mohiedeen et al., 2010) o se seca con aire caliente (Malumba et al., 2008).

Finalmente se observd menos cantidad de proteina en el residuo final en
comparacion con el contenido de proteina reportado por Vivas et al. (1987) de
15%. Esto se atribuye a que en este caso se extrajeron las proteinas en diferentes

condiciones que lo reportado por estos autores.

5.2 Electroforesis (SDS-PAGE)

Los patrones y los resultados de SDS-PAGE en condiciones no reductoras de la
proteina extraida a partir de muestras tratadas con cal y sin cal se muestran en la
Figura 5. Las fracciones CaF1 y NCaF1 (F1 en todos los geles), correspondientes
a las globulinas y albuminas solubles en solucién salina, mostraron una menor
intensidad en el patron de bandas en comparacion con el patron del maiz crudo
que estudié Wall et al. (1988). EI comportamiento de este patron es similar al
patron de proteinas totales solubles en sal extraidas del maiz que se seca a 80°C,
segun Malumba et al. (2008). Las fracciones CaF2 y NCaF2 (correspondiente a
las albuminas, linea F2 en los geles) estan casi ausentes después de la etapa de
la nixtamalizacion, tanto en condiciones reductoras como en condiciones no

reductoras.
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Figura 5. Electroforesis en condiciones No Reductoras en muestras
cocidas con cal (1) y sin cal (2).

A1-A5: Globulinas con peso molecular de 12-89 kDa
C1-C6: a-, B-, 6-zeinas con peso molecular de 15-
150 kDa
D1: y-zeinas con peso molecular de 150-200 kDa
E1-E2: glutelinas con alto peso molecular >200 kDa
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Figura 6. Electroforesis en condiciones Reductoras en muestras con cal (3) y sin cal (4)

A1-A5: Globulinas con peso molecular de 12-89 kDa
B1-B2: Albuminas con peso molecular de 50-75 kDa
C1-C7: a-, B-, 6-zeinas con peso molecular de 15-
150 kDa
D1: y-zeinas con peso molecular de 150-200 kDa
E1-E2: glutelinas con alto peso molecular >200 kDa
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Las bandas de CaF2 (que tuvo un tiempo de coccidn menor) eran perceptibles
después de someterlas en condiciones reductoras (Figura 6, B1 y B2), que podria
corresponder a la fraccion de proteinas solubles en sal que no se retird
anteriormente, y que se mantuvo agregada, lo que impide su remocion después

del tratamiento.

Las proteinas de las fracciones CaF3 y NCaF3, es decir a, B, & - zeinas y las
proteinas tipo zeina fueron la fraccion mas abundante (43.11 % + 0.43 y 40.90 % +
0.57 respectivamente). Esta clase de proteinas encapsula al almidon en una
matriz de almidon-proteina hidréfoba (Hoffman et al., 2011) que se ha definido
como una barrera fisicoquimica a la accesibilidad y la digestion de almidén
(Owens et al., 1986; Singh et al., 2003).

Las fracciones CaF3, NCaF3, CaF5 y NCaF5 presentaron valores similares de
solubilizacion de proteinas a los reportados por Ortega et al. (1986) (41.6% para la
zeinas y tipo zeinas y el 31.2% para las glutelinas) y Rojas- Molina et al. (2008)
(mas de 35% y 30%, respectivamente). Los autores sugirieron que las fracciones
de zeinas y las proteinas tipo glutelinas presentan valores mas bajos en la harina
gue en el maiz crudo debido a que estas proteinas pueden haber interactuado con
otros polipéptidos insolubles, y se solubilizan unicamente después del tratamiento
con SDS. Lo anterior se observé en este estudio, donde el patrén de electroforesis
de CaF5 y NCaF5 mostré bandas que aparecen también en la fraccion Il (figura 5:
C2, C3y CbH), lo que indica que algunas prolaminas no se podian solubilizar hasta

que fueron tratadas con SDS.

Los patrones de electroforesis de las fracciones CaF3 y NCaF3 (linea F3 en todos
los geles) fueron similares, independientemente de la presencia o ausencia de cal
en el proceso de coccion. Bajo condiciones reductoras, se observo el patron tipico
de bandas para prolaminas en la regién de bajo peso molecular, también se vio la
presencia de las bandas de los monomeros de a-zeina (19 y 22 kDa), la banda de
B-zeina (14 kDa), la banda &6-zeina (10 kDa) y las bandas de y-zeina (16 y 27 kDa)

33



(Shewry y Halford, 2002). También se observaron bandas de los dimeros de a-

zeina (38-44 kDa) segun lo informado por Emmambux y Taylor (2009).

Se observo un desplazamiento de las bandas de proteinas hacia la region superior
de la placa de gel cuando las muestras se corrieron en condiciones no reductoras.
En este caso, la presencia de dimeros (40 - 45 kDa) y trimeros (~ 65 kDa) de
zeina fue mas notable. Ademas, las bandas correspondientes a y-zeina estaban
ausentes y las bandas de B- y d-zeinas no se ven claramente, especialmente en
las muestras de NCaF. La y, B y & zeina tienen un nimero mas alto de residuos
cisteina (Nonthanum et al., 2012), que podrian favorecen la reticulacion mediante
enlaces disulfuro, que impiden la visualizacion de las bandas caracteristicas en

condiciones no reductoras.

De acuerdo con la tabla 4, los porcentajes de proteina extraida en CaF4 y NCaF4
son pequefias en comparacién con Ortega et al. (1986) y Rojas-Molina et al.
(2008) de mas de 10% para ambos estudios. Malumba et al. (2008) también
reportaron un pequefio porcentaje de la fraccion 4 que atribuyen al uso de acetato
de sodio en la extraccion de zeina como fraccion glutelina. Sin embargo no se
utilizé acetato de sodio en este estudio. La glutelina G2, con una composicion de
aminoéacidos similares a las proteinas solubles en sal (Landry et al., 1983) podria
haber desarrollado otro tipo de interacciones, aparte de enlaces disulfuro. Estas
interacciones pudieron haber sido interrumpidas después de que se realizara el
tratamiento con SDS, asi que puede que las proteinas hayan sido extraidas con la

fraccion 5.

La electroforesis SDS-PAGE en condiciones reductoras y no reductoras de la
fraccion 4 (F4 en todos los geles), muestra una banda disminuida para los
agregados de proteina de alto peso molecular que no se solubilizaron por el 2-ME.
La electroforesis en condiciones reductoras revel6 de nuevo la misma banda de
proteina de alto peso molecular (>200 kDa) lo que indica que se formaron

agregados de alto peso molecular durante la nixtamalizacion y eran incapaces de
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penetrar en los poros del gel de separacion sin tomar en cuenta el tratamiento de

coccion (con o sin cal).

En el caso de la fraccion 5 (F5 en todos los geles) las bandas se ven difusas y mal
resueltas. La presencia de la proteina que no migra en el gel en las muestras de
NCa revel6 la polimerizacion intensiva en la fraccion de glutelina, especialmente
en muestras no tratadas con cal que fueron sometidas a un tiempo mayor de
coccion (bandas E2). Estos datos confirman la disociacion incompleta de los
agregados en monomeros/dimeros de las muestras y la existencia de otros tipos
de enlaces aparte de enlaces disulfuro. La presencia de la banda de 60 kDa en
muestras de NCa (E1), podria corresponder a las proteinas solubles en sal, que se
desnaturalizaron y formaron enlaces disulfuro, incorporandose asi en la fraccion
de glutelina (Wall et al., 1988).

5.3 El analisis térmico

En general, el tiempo de coccién se determina por el contenido de agua, hasta que
los granos de maiz cocidos alcanzan de 30 a 50% de humedad. En este trabajo,
los granos de maiz cocidos con cal y sin cal fueron cocinados hasta que ambos
llegaron a 35% de humedad. En estas condiciones, la textura del nixtamal se
consider6 adecuada para la fabricacion de la tortilla (la evaluacion se realizd

subjetivamente).

En la figura 7 se muestra un termograma tipico de la gelatinizacién en muestras
cocidas con cal y en la figura 8 se observa el termograma para las muestras
control (sin cal). En ambas figuras se puede apreciar la temperatura de inicio de la
transicion, la temperatura pico, la entalpia de gelatinizacion del almidén y la
temperatura final de la transicion. Las propiedades que se utilizaron para la

evaluacion fueron Tp y AH.
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83.45°C
103.06°C

Figura 8. Termograma de muestras NCaR
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La temperatura pico y entalpia de gelatinizacion de todas las muestras se resumen
en la tabla 6, en donde se observa que las muestras control mostraron valores
mas altos en Tp que los de las muestras tratadas con cal. Este comportamiento
podria explicarse porque la coccién se prolongé hasta que los granos alcanzaron
el 35% de humedad. Como se mencion¢ anteriormente, las muestras cocidas con
cal requirieron de 20 minutos, mientras que en las muestras control fue de 43

minutos para llegar al 35% de humedad.

Tabla 6. Temperaturas de pico y entalpias de transicion de muestras de harina de maiz y
los residuos cocinados con (Ca) y sin calcio (NCa), medidas por DSC (media £SD, n=3)

T, (°C) AH (J/g)

Con cal (Ca) Sin cal (NCa) Con cal (Ca) Sin cal (NCa)
Control* 73.80+0.11*>' 78.17 +£1.88*" 4.80 +0.01%" 3.43 +0.16>!
R1 79.70 £ 0.95>' 83.66 + 1.17"" 3.97 £ 0.11>" 3.59 +0.18"!
R2 72.76 £ 0.42*' 76.83 +0.52% " 3.98 + 0.20>! 3.74 +0.27>!
R3 71.60 £0.27%' 76.35+0.602" 4,91 +0.14¢%" 2.73 £ 0.24>!
R4 78.81 +1.00>' 82.11+0.63>" 5.97 + 0.24%" 3.60+0.17>!
R5 78.13+0.63"' 81.11 +2.41>" 2.39+ 0.16*! 2.46 + 0.07!

a-e: Las medias en la misma columna con diferente letra tienen diferencia significativa (P<0.05).

I, Il: Medias en la misma fila con diferente letra tienen diferencia significativa (P<0.05) para cada parametro
*Sin extraccion de proteinas, Tp = Temperatura de pico, AH = entalpia de transicién, R1= ausencia de
globulinas y albuminas solubles en agua, R2 = ausencia de albuminas y globulinas,
R3 = ausencia de albuminas, globulinas, a-, B-, d-zeinas y proteinas tipo zeinas, R4 = ausencia de albiminas,
globulinas, a-, B-, 8-zeinas, proteinas tipo zeinas y y-zeinas y proteinas tipo glutelinas y R5 = ausencia de
todas las proteinas extraibles.

El aumento en la temperatura pico de gelatinizacion para las muestras sin cal se
atribuydé a que el tiempo de coccién fue mas largo, lo que aumento la estructura
cristalina del almidén. Aunque la temperatura de coccion (90°C) estaba por encima
de la temperatura de gelatinizacion del almidon de maiz (alrededor de 65°C), la
difusidon en los granos secos es mas lenta a causa de la presencia del pericarpio el

cual podria estar creando un entorno para el recocido (annealing en inglés), sin
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embargo, aun se produjo la gelatinizacion como se evidencia por la disminucion de
la entalpia para la mayoria de las muestras sin cal. Los residuos R1, R4 y R5
mostraron mayor Tp que la muestra control (sin proteina extraida) tanto para las
muestras con cal como para las muestras sin cal. Se sabe que la mayoria de las
sales, provocan un aumento de la temperatura de gelatinizacion, incluso cuando
se encuentran a baja concentracion (Medcalf et al., 1966; Oosten, 1982). En
consecuencia, es posible que después de la extraccion secuencial de proteinas,
algunos de los componentes de los solventes permanezcan en pequefias
cantidades en cada fraccion, lo que afecta a la temperatura de gelatinizacion y
termina por incrementarla. Es posible que tanto CaR1 como CaR4 contengan
algunas sales de cloruro de sodio a partir de la extraccion anterior de proteinas y

CaR5 podria contener algunas de las sales de sodio disociada del SDS.

Las muestras tratadas con cal, mostraron valores mas elevados en la entalpia de
gelatinizacion, que las muestras control (tabla 6). Se sabe que cuando hay mayor
entalpia de gelatinizacion hay menos almidon gelatinizado en la muestra. Estos
hechos sugieren que la cal favorece la hidratacion del nucleo, pero podria no
promover una gelatinizacibn mas intensa. Los resultados coinciden con los
obtenidos por Mondragén et al. (2004), quienes afirmaron que un tiempo de
coccién mas largo, produce la gelatinizacion del almidén en un grado mas alto, por
lo tanto, se obtienen los valores de entalpia inferiores. Varias investigaciones han
mencionado que para mejorar la interaccion del calcio con el almidén, el pH
alcalino y la ionizacion parcial de los grupos OH pueden ser factores muy
importantes que intervengan en el proceso (Robles et al., 1988; Bryant y Hamaker,
1997).

Por otro lado, cuando las globulinas (y parte de las albuminas) fueron retiradas de
las muestras cocidas con cal (CaR1), la entalpia de gelatinizacion disminuy6
significativamente (de 4.80 a 3.97 J/g), esto al compararlas con muestras en
donde la proteina no habia sido extraida. Estos resultados sugieren que la

presencia de globulinas (y algunas albuminas) estabiliza a los cristales de almidén.
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En otras palabras, este efecto es posiblemente por las interacciones globulinas-
almidon que protegen el granulo. Contrario a esto, cuando las globulinas (y parte
de las albuminas) fueron retiradas en las muestras cocidas sin cal (NCaR1), no se
observaron cambios significativos de entalpia de gelatinizaciéon lo que podria
confirmar la proteccion de la interaccién proteina-calcio-almidén. La ausencia de
albuminas en ambas muestras (CaR2 y NCaR2) no modifica significativamente la
entalpia de gelatinizacion pues como se indicé anteriormente apenas quedaban

albiminas en la muestra.

La entalpia incrementa en CaR3 (de 3.98 a 4.91 J/g) y en CaR4 (de 4.91 a 5.97
J/g) para muestras cocidas con cal; sin embargo, esta tendencia no es igual para
las muestras NCaR3 y NCaR4. Por lo tanto, estos resultados sugieren que el
calcio puede estar interactuando con las zeinas, proteinas tipo zeinas y proteinas
tipo glutelina de tal manera que debilitan la integridad del almidon. En otras
palabras, cuando estas proteinas (albuminas, globulinas, a -, B-, & - zeinas y tipo
zeinas) se retiran, la estructura del almidén se hace mas ordenada lo que provoca
su estabilidad, que es la razébn de que la entalpia haya aumentado
significativamente. Probablemente, la dltima fraccidn que se extrae (glutelinas) es
la que mas protege al granulo de almiddén y lo estabiliza, ya que al estar presente

la entalpia alcanza su valor maximo.

Finalmente, la ausencia de todas las proteinas mencionadas anteriormente
extraidas en las muestras cocidas con cal, debilito el cristal de almidén
gelatinizado en comparacion con CaR1l, CaR2, CaR3, CaR4 y las muestras
control. Cuando todas las proteinas extraibles fueron retiradas de las muestras, el
cristal de almiddon gelatinizado se debilitd significativamente. En general, estos
resultados sugieren que las globulinas y glutelinas aumentan la estabilidad del
granulo de almiddn, contrario a las zeinas, las cuales lo desestabilizan. Se cree
que es porque durante la coccion algunas zeinas se polimerizan (como se vio en

los patrones de electroforesis Figuras 5 y 6) formando una red con la cal que dafa
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al almidén. Las glutelinas son la fraccibn que mas protegid al almidén

probablemente debido a que son las proteinas que mas interaccionan con él.

La funcion de las proteinas en general se manifiesta a través de una compleja
serie de interacciones entre la proteina y su entorno molecular, es mas evidente
en el caso de las interacciones de las proteinas con cofactores, sustratos, enzimas
modificadoras, metabolitos, proteinas alostéricas de orientacion y otras especies
macromoleculares de unién. Esto explica que cause una compleja red de
interacciones con los iones del agua y del soluto que deben ser reemplazadas
cuando la proteina se abre e interactia con sus analogas (Tompa et al., 2006).

Ademas de los puentes de disulfuro y de calcio, la polimerizaciéon de proteinas
puede implicar enlaces covalentes, fuerzas hidrofébicas o fuerzas de Van Der
Waals y que también pueden ocurrir entre mondémeros de proteina. Los enlaces
electrostaticos e hidrofobos son especialmente importantes en la interaccion
proteina-carbohidrato. Las Fuerzas de Van der Waals pueden ocurrir entre los
carbohidratos no polares y las cadenas laterales de los aminoacidos no polares en
las proteinas. En presencia de agua, las interacciones pueden reforzarse mediante
una unién hidrofoba, la existencia de la cual depende la energia favorable

resultante de la exclusién de agua (Shewry y Halford, 2002).
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6. CONCLUSIONES

1. La nixtamalizacién elimina las albuminas solubles en agua y favorece el
aumento del porcentaje de zeinas y glutelinas como consecuencia de una mayor

polimerizacion de las proteinas.

2. El andlisis de las fracciones proteicas por electroforesis no revel6 grandes
diferencias entre las muestras nixtamalizadas y control, excepto una mayor

polimerizacién en las muestras control que fueron cocidas por mas tiempo.

3. La nixtamalizacién redujo tiempos de coccién a la mitad y ayud6 a la menor
gelatinizacion del almidon presentando valores mas altos de entalpia las muestras

nixtamalizadas que las muestras control (cocidas sin cal).

4. Al aumentar el tiempo de coccion la temperatura pico de gelatinizacion (Tp)
aument6 debido a procesos de recoccidon. Asi mismo la presencia de sales de
sodio (NaCl y SDS) también increment6 la Tp tanto en las muestras cocidas con

cal como en las muestras sin cal.

5. Respecto a la entalpia de gelatinizacion, en la harina nixtamalizada se observo
que globulinas y albuminas solubles en sal, asi como glutelinas estabilizan al
almidon aumentando dicho valor, efecto no observado en las muestras de harina

cocidas sin cal.

6. La presencia de zeinas (proteinas mas abundantes) desestabiliza el granulo de

almidon disminuyendo los valores de entalpia.
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