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Resumen

El maiz constituye el alimento base de la dieta mexicana; sin embargo, su proteina
presenta limitaciones nutricionales asociadas a deficiencias en aminoécidos esenciales como
lisina y triptofano, lo que compromete su calidad bioldgica cuando se consume como fuente
exclusiva. En este contexto, laincorporacion de ingredientes vegetales con alto valor proteico
y contenido de compuestos bioactivos representa una estrategia viable para mejorar el perfil
nutricional de productos tradicionales. El objetivo de la presente investigacion fue desarrollar
y evaluar tortillas elaboradas a partir de maices criollos de la regién Purépecha de Michoacén,
adicionadas con harina y concentrado proteico de hojas de Moringa oleifera, determinando
sus propiedades fisicoquimicas, nutrimentales, funcionales y su impacto biolégico en
modelos experimentales. En una primera etapa se caracterizaron maices criollos azul, blanco
y rojo y sus harinas nixtamalizadas mediante analisis fisico, composicion proximal, perfil de
aminodcidos y capacidad antioxidante (ABTS+* y DPPHe). Posteriormente se obtuvo harina
y concentrado proteico de M. oleifera y se determinaron su composicion proximal y perfil
aminoacidico. Con base en estos resultados, se formularon tortillas control y tortillas
fortificadas, las cuales fueron evaluadas en términos de composicion nutrimental, contenido
de compuestos fenolicos y propiedades tecnologicas.

La adicion de moringa incrementd significativamente el contenido de proteina (hasta
12.55 %), fibra dietética y aminoacidos esenciales, particularmente lisina y triptofano,
mejorando el perfil aminoacidico en comparacion con las tortillas control. Asimismo, las
formulaciones enriquecidas mostraron mayor capacidad antioxidante y contenido fendlico.
En modelos bioldgicos con ratas Wistar, las tortillas fortificadas presentaron mayor eficiencia
proteica y digestibilidad aparente respecto a las tortillas elaboradas unicamente con maiz. En
una segunda etapa experimental, en un modelo de dieta hiperlipidica, las tortillas con moringa
contribuyeron a reducir triglicéridos séricos y acumulacion hepatica de lipidos en
comparacion con la dieta hiperlipidica control. Los resultados demuestran que la
incorporacion de Moringa oleifera, particularmente en forma de concentrado proteico,
permite mejorar la calidad proteica y el perfil funcional de tortillas elaboradas con maices
criollos, sin afectar de manera desfavorable sus propiedades tecnoldgicas, posicionandolas
como una alternativa con potencial nutricional mejorado dentro de la dieta tradicional.

Palabras clave: maiz criollo, Moringa oleifera, calidad proteica, aminoécidos esenciales,
tortilla funcional, capacidad antioxidante.



Abstract

Maize is a staple food in the Mexican diet; however, its protein fraction presents
nutritional limitations due to deficiencies in essential amino acids such as lysine and
tryptophan, which compromise its biological quality when consumed as the sole protein
source. The incorporation of plant-based ingredients with high protein value and bioactive
compounds represents a feasible strategy to enhance the nutritional profile of traditional
products. The objective of this study was to develop and evaluate tortillas produced from
native maize varieties from the Purépecha region of Michoacan, Mexico, fortified with leaf
flour and protein concentrate from Moringa oleifera, assessing their physicochemical,
nutritional, functional, and biological properties. In the first stage, blue, white, and red native
maize grains and their nixtamalized flours were characterized in terms of physical properties,
proximate composition, amino acid profile, and antioxidant capacity (ABTSe" and DPPH«
assays). Moringa leaf flour and protein concentrate were subsequently obtained and
characterized. Based on these results, control and fortified tortillas were formulated and
evaluated for nutritional composition, phenolic content, antioxidant capacity, and
technological properties.

Fortification with moringa significantly increased protein content (up to 12.55%), dietary
fiber, and essential amino acids, particularly lysine and tryptophan, improving the amino acid
balance compared to control tortillas. Enriched formulations also exhibited higher
antioxidant capacity and phenolic content. In Wistar rat growth models, fortified tortillas
showed improved protein efficiency ratio and apparent digestibility compared to maize-only
tortillas. In a second experimental stage using a high-fat diet model, moringa-fortified
tortillas contributed to lower serum triglycerides and reduced hepatic lipid accumulation
compared to the hyperlipidic control diet. Overall, the incorporation of Moringa oleifera,
especially as a protein concentrate, enhances the protein quality and functional profile of
tortillas made from native maize without adversely affecting their technological
characteristics, supporting their potential as nutritionally improved traditional foods.

Keywords: native maize, Moringa oleifera, protein quality, essential amino acids,
functional tortilla, antioxidant capacity.



Capitulo 1: Introduccion general
1.1 Introduccion

1.1.1 El maiz: generalidades y relevancia a nivel global

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cultivos cerealicolas mas importantes a nivel
mundial, tanto por su volumen de produccion como por su versatilidad de uso en sistemas
alimentarios, industriales y pecuarios. Junto con el trigo y el arroz, constituye la base
energética de una parte significativa de la poblacion humana, siendo consumido de forma
directa o indirecta en multiples regiones del planeta (FAO, 2022). Su elevada
productividad, amplia adaptabilidad agroecologica y diversidad genética han permitido
su expansion desde su centro de origen hacia practicamente todos los continentes, donde
se cultiva bajo condiciones climaticas y edaficas contrastantes. Desde el punto de vista
agronomico, el maiz destaca por su eficiencia fotosintética de tipo C4, lo que le confiere
una alta capacidad de fijacion de carbono y un rendimiento superior en ambientes con
alta radiacion solar y temperaturas elevadas (Leakey et al., 2006). Esta caracteristica ha
favorecido su incorporacion en sistemas agricolas tanto tradicionales como intensivos,
posicionandolo como un cultivo estratégico para la seguridad alimentaria global. En
términos de produccién, el maiz supera a otros cereales en toneladas cosechadas
anualmente, destindndose no solo al consumo humano, sino también a la alimentacion
animal y a la obtencion de productos industriales como almidones, aceites, edulcorantes
y biocombustibles (Shiferaw et al., 2011).

En el dambito nutricional, el grano de maiz representa una fuente importante de
carbohidratos complejos y aporta cantidades variables de proteina, lipidos, fibra dietaria
y micronutrientes, cuya composicion depende de factores genéticos, ambientales y de
manejo poscosecha (Serna-Saldivar, 2015). No obstante, se reconoce que la proteina del
maiz presenta limitaciones en aminoacidos esenciales como la lisina y el triptéfano, lo
que ha motivado histéricamente el desarrollo de estrategias de mejoramiento genético,
procesamiento y complementacion alimentaria para optimizar su calidad nutricional
(Bressani, 2008; Prasanna et al., 2001). Ademéas de su valor alimentario, el maiz
constituye un modelo bioldgico de gran relevancia cientifica. Su genoma fue uno de los
primeros entre los cultivos basicos en ser secuenciado, lo que ha permitido avances
significativos en genética, biotecnologia y fisiologia vegetal (Schnable et al., 2009).
Paralelamente, la diversidad morfolégica, bioquimica y funcional de sus variedades ha
despertado un creciente interés en el estudio de compuestos bioactivos, particularmente
en maices pigmentados, por su potencial antioxidante y su posible contribucion a la
prevencion de enfermedades crénicas asociadas al estrés oxidativo (Zili¢ et al., 2012;
Salinas-Moreno et al., 2019).

1.1.2 Importancia del maiz en México

El maiz (Zea mays L.) constituye uno de los pilares fundamentales de la historia, la cultura
y la alimentacion en México. Este cereal, originario de Mesoamérica, fue domesticado hace
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aproximadamente 9,000 afios a partir de poblaciones silvestres de teocintle, mediante un
proceso continuo de seleccion y manejo realizado por los pueblos originarios (Matsuoka et
al., 2002; Piperno et al., 2009). Desde entonces, el maiz ha trascendido su funcién como
cultivo alimentario para consolidarse como un elemento central en la identidad biocultural
del pais. En el contexto mexicano, el maiz no solo representa una fuente primaria de energia
y nutrientes para la poblacion, sino que también se encuentra profundamente arraigado en la
cosmovision de numerosas culturas indigenas. Textos fundacionales como el Popol Vuh
describen al ser humano como creado a partir de masa de maiz, lo que evidencia la dimension
simbolica y espiritual de este cultivo en las civilizaciones mesoamericanas (Staller et al.,
2010). Esta relevancia cultural se ha mantenido vigente a lo largo del tiempo y se manifiesta
en practicas agricolas tradicionales, rituales comunitarios, sistemas alimentarios locales y
expresiones culinarias que contintan siendo parte de la vida cotidiana en amplias regiones
del pais.

Desde una perspectiva socioecondémica y alimentaria, el maiz es el principal componente
de la dieta mexicana, especialmente en zonas rurales, donde el consumo diario de productos
derivados como la tortilla constituye la base de la ingesta cal6rica (Gwirtz & Garcia-Casal,
2014). La tortilla elaborada a partir de maiz nixtamalizado es un alimento emblematico que
aporta carbohidratos complejos, fibra dietaria, minerales y una fraccién relevante de proteina
vegetal, desempefiando un papel esencial en la seguridad alimentaria nacional (Bressani,
2008). La importancia del maiz en México se refleja también en su produccion, ya que el
pais se reconoce como centro de origen y diversificacion de esta especie, albergando una
notable riqueza genética que ha sido conservada principalmente por agricultores campesinos
e indigenas (CONABIO, 2012). Adicionalmente, el cultivo de maiz en México estd
estrechamente vinculado a sistemas agricolas tradicionales como la milpa, un agroecosistema
policultural que integra especies como frijol, calabaza y chile, promoviendo interacciones
ecologicas favorables, el aprovechamiento eficiente de recursos y la diversificacion de la
dieta (Altieri, 2009). Este sistema no solo contribuye a la sostenibilidad ambiental, sino que
refuerza la autosuficiencia alimentaria y la resiliencia de las comunidades frente a fendmenos
climaticos, econdmicos y sociales adversos.

En regiones como Michoacan, particularmente en la Meseta Purépecha, el maiz adquiere
un significado adicional como simbolo de resistencia cultural y territorial. A pesar de la
presion ejercida por la agricultura industrial, la urbanizacion y los cambios en las dindmicas
de mercado, las comunidades locales han logrado preservar précticas ancestrales de cultivo
y el uso de variedades criollas adaptadas a condiciones agroecoldgicas especificas (Pérez-
Terrazas et al., 2019). Estas practicas no solo garantizan la continuidad del maiz como
alimento basico, sino que también representan una forma activa de conservacion del
patrimonio genético y cultural. En este sentido, el maiz en México debe entenderse como un
recurso estratégico que articula dimensiones bioldgicas, nutricionales, culturales y
econdémicas. Su importancia trasciende el ambito agricola para posicionarse como un
elemento clave en el desarrollo rural, la soberania alimentaria y la preservacion de la
diversidad biocultural del pais, aspectos que justifican el creciente interés cientifico por su
estudio y aprovechamiento integral



1.1.3 Maices pigmentados: compuestos bioactivos y funcion antioxidante

Dentro de la diversidad de maices criollos mexicanos, los maices pigmentados —
principalmente de grano azul, morado, rojo y negro— han despertado un interés creciente
debido a su elevada concentracion de compuestos bioactivos con potencial funcional. La
coloracion caracteristica de estos granos se debe principalmente a la acumulacién de
metabolitos secundarios, cuya naturaleza quimica y concentracion dependen del genotipo, el
ambiente de cultivo y las practicas poscosecha (Lopez-Martinez et al., 2009; Mora-Rochin
etal., 2010).

Los compuestos bioactivos predominantes en los maices pigmentados pertenecen al grupo
de los polifenoles, entre los que destacan las antocianinas, los flavonoides no antocianicos y
los acidos fendlicos. Las antocianinas son responsables de las tonalidades azuladas, moradas
y rojizas del grano y se localizan principalmente en el pericarpio y la capa de aleurona. En
maices azules y morados, los derivados de cianidina, pelargonidina y peonidina son los méas
comunmente reportados, generalmente en forma de glucésidos acilados, los cuales confieren
mayor estabilidad frente a factores ambientales (Salinas-Moreno et al., 2012; Ldpez-
Martinez et al., 2011). Ademas de las antocianinas, los maices pigmentados contienen
cantidades relevantes de flavonoides como quercetina, luteolina y kaempferol, asi como
acidos fenolicos libres y conjugados, entre los que destacan el acido ferdlico, p-cumarico y
sinapico. Estos compuestos se encuentran tanto en la fraccidn soluble como en la fraccién
ligada a la pared celular, lo que influye en su biodisponibilidad y comportamiento durante el
procesamiento (Serna-Saldivar, 2010). En conjunto, esta matriz polifendlica compleja
distingue a los maices pigmentados de los maices blancos o amarillos convencionales, que
presentan concentraciones significativamente menores de estos metabolitos (Mora-Rochin et
al., 2010).

La relevancia nutracéutica de los maices pigmentados radica principalmente en su
capacidad antioxidante, entendida como la habilidad de neutralizar especies reactivas de
oxigeno y nitrdgeno que participan en procesos de estrés oxidativo. Diversos estudios han
demostrado una correlacién positiva entre el contenido de compuestos fendlicos totales y la
actividad antioxidante medida mediante ensayos quimicos como ABTS y DPPH, tanto en
grano crudo como en productos procesados derivados del maiz pigmentado (LOpez-Martinez
etal., 2009; Mora-Rochin et al., 2010). Esta actividad antioxidante se atribuye a la estructura
quimica de los polifenoles, particularmente a la presencia de grupos hidroxilo capaces de
donar electrones o &tomos de hidrogeno para estabilizar radicales libres (Liu, 2013).

Desde un punto de vista fisioldgico, la ingesta de alimentos ricos en compuestos fendlicos
se ha asociado con efectos benéficos en la salud, incluyendo la modulacién de procesos
inflamatorios, la mejora del metabolismo de la glucosa y los lipidos, y la reduccion del riesgo
de enfermedades crdnicas no transmisibles. Aunque gran parte de la evidencia proviene de
estudios in vitro y modelos animales, los resultados sugieren que los maices pigmentados
pueden contribuir de manera significativa a la calidad antioxidante de la dieta cuando se
consumen de forma regular, especialmente en poblaciones donde el maiz constituye un
alimento basico (Liu, 2013; de la Parra et al., 2007).



Maiz azul Maiz blanco Maiz rojo

Figura 1. Variedades de maiz criollo pigmentado y no pigmentado

No obstante, el contenido y la funcionalidad de estos compuestos bioactivos no son
estaticos y pueden verse afectados por los procesos tecnoldgicos a los que se somete el grano.
En particular, tratamientos térmicos y alcalinos, como la nixtamalizacion, pueden inducir
pérdidas parciales, transformaciones estructurales o liberacién de compuestos fendlicos
ligados, modificando tanto su concentracion como su actividad antioxidante (Lépez-
Martinez et al., 2011). Por ello, resulta fundamental evaluar de manera integral el impacto
del procesamiento tradicional del maiz sobre la estabilidad y funcionalidad de los compuestos
bioactivos presentes en los maices pigmentados. Los maices pigmentados representan una
materia prima de alto interés para el desarrollo de alimentos funcionales, al combinar su
relevancia cultural con un perfil bioactivo distintivo. La caracterizacion detallada de sus
compuestos antioxidantes y el estudio de su comportamiento durante procesos tradicionales
y modernos permiten establecer bases cientificas sélidas para su aprovechamiento
tecnoldgico, sentando las bases para estrategias de fortificacion y formulacion que se abordan
en los apartados subsecuentes.

1.1.4 Limitaciones nutricionales del maiz

A pesar de su importancia como alimento bésico, el maiz presenta limitaciones
nutricionales bien documentadas, particularmente en lo que respecta a la calidad de su
fraccion proteica. El contenido proteico del grano de maiz oscila generalmente entre 7y 11
%, dependiendo del genotipo y las condiciones de cultivo; sin embargo, mas alla de la
cantidad total de proteina, su principal restriccion radica en un perfil aminoacidico
desequilibrado, caracterizado por una baja proporcion de aminoacidos esenciales,
especialmente lisina y triptéfano (Bressani, 2008; Serna-Saldivar, 2010). Esta deficiencia
compromete el valor biologico de la proteina del maiz y limita su capacidad para cubrir
adecuadamente los requerimientos nutricionales humanos cuando se consume como fuente
proteica principal. Desde el punto de vista bioguimico, esta limitacion se explica por la
composicion de las proteinas de reserva del endospermo, dominadas por las zeinas, un grupo
de prolaminas ricas en aminoacidos hidrofobicos pero pobres en lisina y triptofano. Las
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zeinas representan hasta el 60 % del total de proteinas del grano y presentan una baja
digestibilidad, lo que reduce atin mas el aprovechamiento proteico del maiz (Paes, 2006). En
contraste, las fracciones proteicas no zeinicas —como las glutelinas y albiminas— contienen
un perfil aminoacidico més balanceado, pero se encuentran en menor proporcion. Esta
distribucion estructural explica por qué el maiz, aun con variaciones entre razas y variedades
criollas, mantiene una limitacién intrinseca en términos de calidad proteica.

En poblaciones con alta dependencia del maiz como alimento basico, esta deficiencia
aminoacidica ha sido histéricamente compensada mediante practicas dietéticas tradicionales,
como la combinacion del maiz con leguminosas, particularmente frijol, cuya proteina es rica
en lisina y complementa el perfil aminoacidico del cereal (Bressani, 2008). No obstante, los
cambios en los patrones de consumo, la reduccion de la diversidad dietaria y el incremento
en la ingesta de alimentos ultraprocesados han disminuido la frecuencia de estas
combinaciones tradicionales, exacerbando el riesgo de deficiencias proteicas, especialmente
en grupos vulnerables como nifios y adultos mayores (Hernandez-Uribe et al., 2020). Estas
limitaciones han motivado el desarrollo de estrategias orientadas a mejorar la calidad proteica
del maiz y de sus productos derivados. Entre ellas se incluyen la seleccion genética, el uso
de maices con mayor proporcién de proteinas no zeinicas, el procesamiento tradicional
mediante nixtamalizacion —que puede inducir cambios parciales en la solubilidad y
digestibilidad proteica— vy la fortificacion con fuentes proteicas externas de origen vegetal
con perfiles aminoacidicos complementarios (Serna-Saldivar, 2010; Gwirtz & Garcia-Casal,
2014).

1.1.5 Nixtamalizacion: efectos tecnoldgicos y nutrimentales

La nixtamalizacion es un proceso tradicional de coccion alcalina indispensable para la
elaboracion de tortillas y otros alimentos derivados del maiz, y constituye una de las
tecnologias alimentarias mas relevantes desarrolladas en Mesoamérica. Este tratamiento
consiste en la coccion del grano en una solucién alcalina, generalmente hidréxido de calcio
[Ca(OH):], seguida de un periodo de reposo, lavado y molienda para la obtencidn de masa.
Durante este proceso, el pH elevado y la accién térmica inducen modificaciones profundas
en la estructura del grano, particularmente en el pericarpio, el endospermo y la matriz
proteica—amilacea, lo que impacta de manera directa en las propiedades tecnoldgicas y
nutricionales del producto final (Serna-Saldivar, 2010; Santiago-Ramos et al., 2018).

A nivel estructural, la nixtamalizacion provoca la solubilizacion parcial de las
hemicelulosas del pericarpio, facilitando su desprendimiento y permitiendo una mayor
hidratacién del endospermo. Este fendmeno se acompafia de la gelatinizacion parcial del
almidon y de cambios en la organizacion de las proteinas de reserva, lo que favorece la
cohesividad y plasticidad de la masa. La capa de aleurona, rica en proteinas, lipidos y
vitaminas del complejo B, permanece mayormente adherida al endospermo, contribuyendo
a minimizar las pérdidas de nutrientes durante el proceso de coccién y lavado (Santiago-
Ramos et al., 2018; Bressani, 2008). Estos cambios estructurales son determinantes para las
caracteristicas de inflado, textura y rolabilidad de la tortilla. Uno de los efectos mas
relevantes de la nixtamalizacion es el incremento significativo en el contenido de calcio del
maiz, derivado de la difusion de iones Ca?* desde la solucion alcalina hacia la matriz del
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grano. Este calcio se asocia principalmente con componentes de la pared celular y con el
almidon, incrementando su biodisponibilidad en comparacion con otras fuentes dietarias de
este mineral (Rosado et al., 2005; Serna-Saldivar, 2010). Asimismo, la nixtamalizacién
favorece la liberacién de niacina previamente ligada, previniendo deficiencias nutricionales
como la pelagra, histéricamente asociada al consumo exclusivo de maiz no tratado (Bressani,
2008).

En relacion con la fraccion proteica, el tratamiento alcalino induce modificaciones en la
solubilidad y digestibilidad de las proteinas del maiz. Si bien la composicion aminoacidica
no se altera de manera sustancial, la nixtamalizacion puede mejorar parcialmente la
digestibilidad proteica al desnaturalizar las zeinas y facilitar el acceso de enzimas digestivas,
especialmente cuando el proceso se combina con molienda adecuada y coccién posterior en
forma de tortilla (Serna-Saldivar, 2010; Gwirtz & Garcia-Casal, 2014). De forma paralela,
se ha observado un aumento en la fraccion de fibra dietaria insoluble debido a la
reorganizacion de polisacaridos estructurales, lo que puede tener implicaciones positivas en
la salud gastrointestinal.

La nixtamalizacion también impacta el contenido y la disponibilidad de compuestos
bioactivos, particularmente los compuestos fendlicos. EI ambiente alcalino favorece la
liberacion de &cidos fendlicos ligados a la pared celular, como el &cido ferulico,
incrementando la fraccién soluble y, en algunos casos, la actividad antioxidante del producto
final. Sin embargo, este efecto depende del tipo de maiz, especialmente en variedades
pigmentadas, donde pueden coexistir pérdidas parciales de antocianinas termolabiles y
transformaciones estructurales que modifican su estabilidad y funcionalidad (de la Parra et
al., 2007; Lopez-Martinez et al., 2011). La nixtamalizacién no solo constituye un proceso
tecnoldgico esencial para la elaboracion de tortillas, sino también un factor determinante en
la calidad nutrimental del maiz y sus derivados. Las transformaciones inducidas en la
estructura del grano, la biodisponibilidad mineral, la digestibilidad proteica y la liberacion
de compuestos bioactivos establecen una base cientifica sélida para explorar estrategias de
mejora nutricional mediante la formulacion de productos fortificados, como se aborda en los
apartados posteriores.

1.1.6 Tortilla como vehiculo de fortificacién nutricional

La tortilla de maiz es uno de los alimentos mas consumidos en México y en diversas
regiones de Ameérica Latina, y constituye una fuente primaria de energia, carbohidratos
complejos, fibra dietaria y calcio, particularmente en poblaciones rurales y de bajos ingresos
(de la Parra et al., 2007; Palacios-Fonseca et al., 2009). Su consumo regular y extendido la
posiciona como un componente central de la dieta diaria, lo que le confiere un alto potencial
como matriz alimentaria para estrategias de mejora nutricional orientadas a impactar la salud
publica. A diferencia de otros alimentos basicos, la tortilla presenta una estructura
relativamente simple y una formulacién adaptable, lo que facilita la incorporacion de
ingredientes funcionales sin alterar de manera dréstica los habitos alimentarios tradicionales.

Desde el punto de vista nutrimental, las tortillas elaboradas a partir de maiz nixtamalizado
contienen cantidades relevantes de fibra dietaria insoluble y soluble, asi como minerales cuya
biodisponibilidad se ve favorecida por el tratamiento alcalino, destacando el calcio y la
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niacina. Asimismo, conservan una fraccién de compuestos bioactivos derivados del grano,
principalmente &cidos fendlicos, entre los cuales el acido ferdlico es el mas abundante. Este
compuesto se encuentra mayoritariamente en forma ligada a la matriz polisacarida, aunque
los procesos de nixtamalizacion y coccion pueden incrementar su fraccion soluble,
contribuyendo a la actividad antioxidante del producto final (Serna-Saldivar et al., 2015; de
la Parra et al., 2007). No obstante, la concentracién de estos compuestos y su funcionalidad
dependen del tipo de maiz utilizado y de las condiciones de procesamiento. A pesar de su
relevancia nutricional y cultural, la tortilla de maiz presenta limitaciones bien definidas en
términos de calidad proteica, ya que hereda el perfil aminoacidico desequilibrado del grano,
caracterizado por un bajo contenido de lisina y triptéfano. Cuando se consume como fuente
principal de proteina, esta deficiencia puede comprometer el aporte adecuado de aminoacidos
esenciales, especialmente en contextos donde la dieta carece de diversidad suficiente
(Hernandez-Uribe et al., 2020). Esta caracteristica ha impulsado el interés por desarrollar
tortillas enriquecidas mediante la incorporacion de ingredientes proteicos complementarios,
capaces de mejorar el valor bioldgico de la proteina sin modificar de forma significativa las
propiedades sensoriales del producto.

La tortilla representa una plataforma tecnoldgica adecuada para la fortificacion con
ingredientes de origen vegetal ricos en proteinas, fibra y compuestos bioactivos. Diversos
estudios han evaluado la incorporacion de leguminosas, harinas de hojas y extractos
vegetales, reportando mejoras en el contenido proteico, el perfil aminoacidico y la capacidad
antioxidante de las tortillas, aunque con efectos variables sobre color, textura y aceptabilidad
sensorial (Palacios-Fonseca et al., 2009; Sanchez-Marroquin et al., 2021). La seleccién
adecuada del ingrediente fortificante y su nivel de inclusion resulta critica para lograr un
equilibrio entre mejora nutricional y calidad tecnolégica, particularmente en un alimento de
consumo cotidiano como la tortilla.

1.1.7 Antecedentes de tortillas fortificadas: avances y limitaciones

La tortilla de maiz ha sido ampliamente estudiada como vehiculo para la incorporacion de
ingredientes funcionales, debido a su consumo cotidiano, aceptacion cultural y relevancia
nutricional en la dieta de amplios sectores de la poblacion. Diversos estudios han demostrado
que la fortificacién de tortillas con ingredientes de origen vegetal puede mejorar de manera
significativa su perfil nutrimental, particularmente en términos de fibra dietaria, proteina,
micronutrientes y capacidad antioxidante, sin modificar sustancialmente la matriz
alimentaria original (Palacios-Fonseca et al., 2009; Sanchez-Marroquin et al., 2021).

Entre las estrategias mas exploradas se encuentra la incorporacion de fuentes vegetales
ricas en fibra y compuestos bioactivos. La adicion de nopal deshidratado en la formulacion
de tortillas ha mostrado incrementos relevantes en el contenido de fibra dietaria total, asi
como en la presencia de antioxidantes, con efectos potenciales sobre la regulacion glucémica
y la salud intestinal (Sanchez-Marroquin et al., 2021). De manera similar, la inclusién de
semillas como chia ha sido evaluada por su aporte de &cidos grasos poliinsaturados,
particularmente omega-3, reportandose mejoras en el perfil lipidico del producto, aunque con
efectos dependientes del nivel de inclusion y del impacto sobre la textura y la aceptabilidad
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sensorial (Nufiez-Sanchez et al., 2020). Otras investigaciones han abordado la fortificacion
de tortillas mediante la adicion de ingredientes con alto contenido proteico y mineral. El uso
de microalgas como Spirulina spp. ha sido propuesto como una estrategia para incrementar
el contenido de proteina, hierro y otros micronutrientes esenciales, observandose mejoras en
la biodisponibilidad mineral; sin embargo, estos beneficios suelen acompariarse de cambios
marcados en el color y el sabor del producto, lo que puede limitar su aceptacion por parte del
consumidor (Olvera et al., 2016). De forma andloga, la incorporacion de harinas de
leguminosas ha demostrado ser efectiva para mejorar el perfil aminoacidico de las tortillas,
aunque su impacto sobre la textura, la cohesividad de la masay el inflado durante la coccion
continda siendo un desafio tecnoldgico relevante (Palacios-Fonseca et al., 2009).

A pesar de los avances reportados, la literatura evidencia limitaciones recurrentes en el
desarrollo de tortillas fortificadas. Entre las principales se encuentran las alteraciones en
propiedades tecnologicas criticas, como la rolabilidad, la elasticidad, el inflado y la pérdida
de humedad durante la coccidn, asi como cambios en el color y el sabor que pueden afectar
la aceptacion sensorial del producto final. Ademas, muchos estudios se centran en la mejora
de uno o dos componentes nutricionales especificos, sin evaluar de manera integral la
interaccion entre composicion, funcionalidad bioldgica y calidad tecnoldgica, lo que dificulta
la extrapolacion de los resultados a contextos de consumo real y produccion a mayor escala
(Sanchez-Marroquin et al., 2021).

1.1.8 Moringa oleifera: composicion, usos y potencial funcional

Moringa oleifera es una especie arborea perteneciente a la familia Moringaceae,
originaria del subcontinente indio y actualmente distribuida en regiones tropicales y
subtropicales de Asia, Africa y América Latina. Entre las trece especies descritas del género
Moringa, M. oleifera es la mas estudiada y utilizada debido a su elevada densidad nutrimental
y a ladiversidad de aplicaciones atribuidas a sus diferentes partes, particularmente a las hojas,
gue han sido empleadas tradicionalmente con fines alimentarios y medicinales (Fahey, 2005;
Gopalakrishnan et al., 2016).
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Figura 2. Hojas de Moringa oleifera secas.

Desde el punto de vista nutricional, las hojas de M. oleifera se caracterizan por un alto
contenido de proteina vegetal, fibra dietaria y minerales, destacando calcio, hierro y potasio,
asi como vitaminas liposolubles e hidrosolubles, entre ellas provitamina A (p-caroteno),
vitamina C y vitaminas del complejo B. La fraccion proteica de las hojas presenta un perfil
aminoacidico mas balanceado que el de otros vegetales cominmente utilizados en la
alimentacion humana, con presencia de aminoacidos esenciales como lisina, leucina e
isoleucina, lo que ha motivado su estudio como ingrediente potencial para mejorar la calidad
proteica de alimentos de origen vegetal (Fahey, 2005; Asensi et al., 2017; Khor et al., 2018).
Ademas de su valor nutricional, M. oleifera ha sido ampliamente documentada por su riqueza
en compuestos bioactivos y su uso en la medicina tradicional. Las hojas se han incorporado
en forma de polvo, extractos o como ingrediente funcional en alimentos procesados y
suplementos dietéticos, principalmente por su aporte de metabolitos asociados con actividad
antioxidante y efectos bioldgicos relevantes. Estas propiedades han despertado un creciente
interés en su aplicacién dentro del desarrollo de alimentos funcionales orientados a la
prevencion de alteraciones metabdlicas y enfermedades crénicas (Gopalakrishnan et al.,
2016; Castro-Lopez et al., 2017).

El cultivo de M. oleifera ha adquirido importancia como alternativa productiva en zonas
rurales, particularmente en estados como Michoacan, Oaxaca, Puebla y Quintana Roo. De
acuerdo con informaciéon del Sistema de Informacion Agroalimentaria y Pesquera,
Michoacan concentra la mayor parte de la produccion nacional de hojas de moringa, lo que
representa una oportunidad para su aprovechamiento local como ingrediente funcional en el
desarrollo de alimentos con valor agregado, especialmente aquellos de consumo cotidiano
(SIAP, 2020).

1.1.9 Compuestos bioactivos de las hojas de Moringa oleifera

Las hojas de Moringa oleifera constituyen una fuente relevante de compuestos bioactivos
que contribuyen de manera significativa a su potencial funcional. Entre los metabolitos
secundarios méas estudiados se encuentran los compuestos fendlicos, particularmente
flavonoides y acidos fenolicos, los cuales han sido ampliamente asociados con actividad
antioxidante y efectos bioldgicos benéficos. Dentro del grupo de flavonoides, la quercetina
y el kaempferol, junto con sus derivados glicosilados, han sido identificados como
componentes predominantes en las hojas de moringa, presentando estructuras quimicas
capaces de donar electrones o atomos de hidrdégeno y neutralizar especies reactivas de
oxigeno (Fahey, 2005; Gopalakrishnan et al., 2016; Castro-Lopez et al., 2017). Ademas de
los flavonoides, las hojas de M. oleifera contienen diversos acidos fendlicos, entre los que
destacan el acido clorogénico, el &cido cafeico y el acido ferulico. Estos compuestos se
encuentran tanto en forma libre como conjugada a la matriz celular y contribuyen de manera
importante a la capacidad antioxidante total del material vegetal. La presencia de &cidos
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fenolicos ha sido relacionada con la modulacién de procesos inflamatorios y con efectos
protectores frente al dafio oxidativo a lipidos, proteinas y ADN, mecanismos implicados en
el desarrollo de enfermedades metabdlicas y cardiovasculares (Castro-Lopez et al., 2017,
Bhattacharya et al., 2018).

Otro grupo de compuestos bioactivos caracteristico de M. oleifera corresponde a los
glucosinolatos y sus productos de hidrolisis, principalmente isotiocianatos. Estos compuestos
han sido reportados por su actividad antimicrobiana, antiinflamatoria y potencial
anticancerigena, atribuida a su capacidad para inducir apoptosis y modular enzimas de
desintoxicacion de fase Il en modelos celulares y animales. En hojas de moringa se han
identificado isotiocianatos especificos con estructuras distintas a las presentes en otras
cruciferas, lo que ha despertado interés por sus posibles efectos bioldgicos diferenciados
(Gopalakrishnan et al., 2016; Bhattacharya et al., 2018). Las hojas de M. oleifera también
aportan vitaminas con actividad antioxidante, particularmente vitamina C y carotenoides con
actividad provitaminica A, los cuales pueden actuar de manera sinérgica con los compuestos
fendlicos. Esta interaccion entre distintos metabolitos antioxidantes contribuye a la elevada
capacidad antioxidante reportada para polvos y extractos de hojas de moringa, aunque la
concentracion y estabilidad de estos compuestos puede verse influenciada por factores como
el método de secado, el procesamiento y la forma de incorporacién en matrices alimentarias
(Fahey, 2005; Khor et al., 2018).

1.1.10 Concentrado proteico de Moringa oleifera

Las hojas de Moringa oleifera destacan por su elevado contenido proteico, que puede
representar entre 20 y 30 % del peso seco, dependiendo de la variedad, la etapa de cosecha y
las condiciones de procesamiento. Este contenido es superior al de muchas hortalizas y
comparable al de algunas leguminosas, lo que ha motivado su estudio como fuente alternativa
de proteina vegetal para aplicaciones alimentarias y nutracéuticas (Fahey, 2005;
Gopalakrishnan et al., 2016). La fraccién proteica de las hojas presenta un perfil
aminoacidico relativamente equilibrado, con presencia de aminoacidos esenciales como
lisina, leucina, isoleucina, valina y triptéfano, caracteristica particularmente relevante para
complementar matrices alimentarias basadas en cereales, como el maiz, que son deficitarias
en estos aminoacidos.

Ademas de su contenido y perfil aminoacidico, las proteinas de M. oleifera han mostrado
una digestibilidad moderada a alta en comparacion con otras fuentes vegetales, lo que
favorece su aprovechamiento bioldgico. Estudios previos han sefialado que, aunque la
presencia de fibra dietaria y compuestos fenolicos puede influir en la digestibilidad proteica
de la hoja entera, la concentracion y purificacion parcial de la fraccion proteica permite
mejorar su disponibilidad y reducir la interferencia de componentes no proteicos
(Gopalakrishnan et al., 2016; Khor et al., 2018). Esta caracteristica resulta especialmente
relevante cuando se busca utilizar la moringa como ingrediente funcional en alimentos
procesados. El uso de concentrados proteicos derivados de hojas de M. oleifera ofrece
ventajas frente a la incorporacion directa de la harina de hoja completa. La obtencién de un
concentrado permite incrementar la densidad proteica del ingrediente, estandarizar su
composicion y minimizar efectos indeseables asociados con la fibra, el color intenso o el
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sabor caracteristico de la hoja, factores que pueden afectar la aceptabilidad sensorial y las
propiedades tecnoldgicas de productos como la tortilla de maiz. Asimismo, el empleo de
técnicas de extraccion suaves, como metodos asistidos por ultrasonido en medio acuoso, ha
sido propuesto como una alternativa eficiente para liberar proteinas vegetales manteniendo
su funcionalidad y reduciendo el uso de solventes organicos (Castro-Lopez et al., 2017).

El concentrado proteico de M. oleifera representa una estrategia adecuada para mejorar la
calidad proteica de productos tradicionales de amplio consumo. Su incorporacion en matrices
basadas en maiz nixtamalizado permite abordar de manera directa la deficiencia de
aminoacidos esenciales caracteristica del cereal, al tiempo que se aprovechan las propiedades
nutrimentales y funcionales de la moringa en una forma tecnolégicamente mas controlada y
compatible con procesos de transformacion térmica.

1.2 Justificacion

El presente proyecto tiene como objetivo la elaboracion de tortillas a base de maiz criollo
de la region de la Meseta Purépecha, en Michoacan, enriquecidas con harina de hojas de
Moringa oleifera, con la finalidad de mejorar su perfil nutricional, particularmente en
términos de contenido proteico y propiedades funcionales. Aunqgue las tortillas representan
una fuente fundamental de energia y carbohidratos en la dieta mexicana, presentan
limitaciones en su calidad proteica debido a la deficiencia de aminoacidos esenciales. La
adicién de harina de hojas de moringa, caracterizada por su elevado contenido proteico y su
aporte de compuestos bioactivos como flavonoides y acidos fendlicos, permite complementar
las deficiencias nutricionales del maiz y potenciar su capacidad antioxidante. Este enfoque
busca optimizar la calidad nutricional de un alimento de consumo cotidiano, al mismo tiempo
que promueve el aprovechamiento de recursos vegetales locales con potencial funcional,
contribuyendo a la seguridad alimentaria, a la valorizacién de la biodiversidad agricola y al
fortalecimiento de las economias rurales en comunidades productoras de maiz criollo.

1.3 Hipdtesis

La adicion de harina de hojas de Moringa oleifera a la tortilla de maices criollos permitira
obtener un alimento tipo funcional con mayor contenido proteico y de compuestos bioactivos.

1.4 Objetivo general

Desarrollar y caracterizar tortillas a base de maices criollos adicionadas con harina de
hojas de Moringa oleifera, evaluando sus propiedades funcionales con el fin de obtener un
alimento con mayor contenido proteico y de compuestos bioactivos.
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1.4.1 Objetivos especificos

e Caracterizar fisica, quimica y nutrimentalmente maices criollos recolectados en la

region Purépecha del estado de Michoacén.

e Determinar la composicion proximal, el perfil de aminoacidos y el contenido de
compuestos bioactivos de harinas de maiz nixtamalizado y de Moringa oleifera.
e Desarrollar tortillas fortificadas con Moringa oleifera y evaluar su composicion

nutrimental, actividad antioxidante y propiedades tecnoldgicas.

e Evaluar la calidad proteica y los efectos metabdlicos asociados al consumo de

tortillas fortificadas en modelos bioldgicos experimentales

1.5 Estrategia experimental

La estrategia experimental se estructurd en etapas consecutivas que abarcaron la
seleccion y caracterizacion de materias primas, su procesamiento tecnoldgico, la
elaboracion de tortillas fortificadas y la evaluacién nutricional y metabdlica mediante un
modelo bioldgico, con el fin de integrar los aspectos composicionales y bioldgicos del

estudio.

Fase I: Obtencién de materias primas

Colecta de maices criollos en Arantepacua, Mich.
Colecta de hojas de Moringa oleifera en Huetamo, Mich.

!

Fase Il: Caracterizacion y procesamiento

*  Caracterizacidpyde granos y hojas
*  Bromatol6gico
*  Perfil aminoacidos
»  Fisicoquimico
»  Capacidad antioxidante
*  Nixtamalizacién de maiz
*  Obtencién de HMO y CPMO




}

Fase I11: Desarrollo del producto

Formulacién de tortillas: Tortillas de maiz, tortillas de maiz con HMO y tortillas de maiz con CPMO

!

Fase IV: Caracterizacion y pruebas de calidad

»  Caracterizacion de los productos
*  Bromatoldgico
»  Perfil aminoécidos
»  Fisicoquimico
»  Capacidad antioxidante
»  Propiedades tecnoldgicas de las tortillas

v

Fase V: Evaluacidn bioldgica

* Determinacion de PER y digestibilidad
* Efecto hipolipemiante e
hipoglucemiante
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Capitulo I1: Caracterizacion de maices criollos y harinas nixtamalizadas

2.1 Resumen

En este capitulo se evaluo la calidad nutricional y funcional de maices criollos azul, blanco
y rojo provenientes de la Meseta Purépecha de Michoacén y de sus harinas nixtamalizadas,
considerando la importancia de estas variedades como materia prima para el desarrollo de
alimentos con valor agregado. El objetivo fue caracterizar sus propiedades fisicas,
composicion nutrimental y contenido de compuestos bioactivos, asi como su capacidad
antioxidante. Se determinaron propiedades fisicas del grano, composicion proximal mediante
métodos AOAC, perfil de aminodcidos, contenido de compuestos fendlicos totales y
antocianinas, y actividad antioxidante mediante los ensayos ABTSe" y DPPHe. Los
resultados mostraron contenidos de proteina en grano entre 12.17 y 12.49% (base seca) y
fibra dietética superior en los maices pigmentados. EI maiz rojo presento el mayor contenido
total de aminoacidos (6.09 g/100 g de muestra) y mayores concentraciones de lisina y
triptéfano respecto al maiz blanco y azul. Asimismo, los maices pigmentados exhibieron
mayor contenido de compuestos fendlicos y mayor actividad antioxidante, con diferencias
significativas (p<0.05) en los valores de ABTS<" y DPPHes. La nixtamalizacion redujo
moderadamente el contenido de proteina y compuestos fendlicos; sin embargo, las harinas
pigmentadas conservaron fracciones importantes de fibra y actividad antioxidante.

2.2 Introduccién

La caracterizacion de materias primas constituye una etapa fundamental en el desarrollo
de alimentos funcionales, particularmente cuando se emplean cultivos nativos que presentan
una elevada variabilidad genética y composicional, como los maices criollos. Las
propiedades fisicas y quimicas del grano influyen de manera directa en su comportamiento
durante el procesamiento y determinan, en gran medida, la calidad tecnoldgica y nutrimental
de los productos derivados. En el maiz, pardmetros como el tamafio y la forma del grano, el
peso hectolitrico, la dureza del endospermo, el contenido de humedad y el color han sido
asociados con la eficiencia de la nixtamalizacion y con la calidad de la masa y la tortilla
obtenidas (Serna-Saldivar, 2010; Arambula-Villa et al., 2001).

Los maices criollos pigmentados presentan un interés particular debido a las diferencias
estructurales y composicionales entre variedades, las cuales se reflejan tanto en atributos
fisicos del grano como en el contenido de macronutrientes y compuestos bioactivos. Estudios
previos han documentado que estas variedades pueden presentar concentraciones mas
elevadas de compuestos fendlicos y una mayor capacidad antioxidante en comparacion con
maices no pigmentados, aunque dichas caracteristicas dependen del genotipo y de las
condiciones ambientales de cultivo (L6pez-Martinez et al., 2009; Mora-Rochin et al., 2010).
Esta variabilidad hace necesaria una caracterizacion detallada que permita establecer
comparaciones entre variedades y sustentar su seleccion para aplicaciones alimentarias con
enfoque funcional. El procesamiento tradicional del maiz mediante nixtamalizacion induce
modificaciones relevantes en la estructura del grano, particularmente en el pericarpio, el
endospermo y la matriz proteica—amilacea, lo que repercute en la composicion y
disponibilidad de nutrientes. Diversos autores han sefialado que el tratamiento alcalino puede
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favorecer la biodisponibilidad de minerales como el calcio, modificar la digestibilidad
proteica y alterar la fraccion de compuestos fenolicos, ya sea por pérdidas térmicas o por la
liberacion de compuestos previamente ligados a la pared celular (Bressani, 2008; de la Parra
et al., 2007; Santiago-Ramos et al., 2018). En este sentido, la evaluacion comparativa del
grano crudo y de las harinas nixtamalizadas resulta esencial para comprender el impacto del
proceso sobre la calidad nutrimental del maiz.

La determinacion de la composicion bromatoldgica, el perfil de aminoécidos y la actividad
antioxidante de las harinas nixtamalizadas permite establecer una linea base para interpretar
los cambios inducidos por el procesamiento y para evaluar su potencial como matrices
alimentarias en el desarrollo de productos fortificados. Esta informacion es particularmente
relevante cuando se pretende incorporar ingredientes funcionales de origen vegetal, ya que
la interaccion entre la matriz del maiz y los compuestos adicionados puede depender de las
caracteristicas iniciales del grano y de su comportamiento durante la nixtamalizacion (Serna-
Saldivar, 2010; Palacios-Fonseca et al., 2009).

En este capitulo se presenta la caracterizacion fisica de los granos de maiz criollo
recolectados en la regién Purépecha del estado de Michoacén, asi como la evaluacion
bromatoldgica, fisicoquimica y capacidad antioxidante de los granos de maiz asi como de las
harinas obtenidas tras el proceso de nixtamalizacion, con el propoésito de establecer su
potencial nutrimental y tecnoldgico como base para el desarrollo posterior de tortillas
fortificadas.

2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Origeny colecta de los maices

Se colectaron tres variedades de maiz criollo (Zea mays L.) de la localidad de Arantepacua,
ubicada en la region Purépecha del estado de Michoacan, México. Las variedades
seleccionadas correspondieron a granos de color blanco, azul y rojo, representativos de los
materiales tradicionalmente cultivados y utilizados para autoconsumo en la region. La colecta
se realiz6 directamente en parcelas de productores locales durante el ciclo agricola
correspondiente.

Las muestras fueron trasladadas al laboratorio en condiciones secas y ventiladas, donde
se procedio a su limpieza manual para eliminar impurezas, granos dafiados y material
extrafio. La identificacion de las razas de maiz se realizd con apoyo del herbario de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, siguiendo criterios morfologicos
descritos previamente para maices criollos mexicanos.
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Figura 3. Arantepacua, zona de cultivo. 19.59354° N, 101.968764° O

2.3.2 Propiedades fisicas y fisicoquimicas de los granos de maiz

1

Las propiedades fisicas de los granos se evaluaron con el objetivo de caracterizar
diferencias entre variedades criollas. El tamafio del grano se determind mediante la
medicion del largo, ancho y espesor de 100 granos seleccionados aleatoriamente,
utilizando un vernier digital.

El peso de mil granos se obtuvo pesando directamente 1000 granos en una balanza
analitica.

El contenido de humedad se cuantificd siguiendo el método 44-19 de la AACC (2000),
mientras que el pH se determind conforme al método oficial 02-52 de la misma
asociacion.

El indice de flotacion se evalu6 de acuerdo con la norma NMX-FF-034/2-SCFI1-2003,
utilizando una solucion de nitrato de sodio ajustada a una densidad de 1.250 g/mL. Para
ello, se colocaron 100 granos libres de impurezas en la solucion, se separaron
cuidadosamente mediante agitacion suave y se contabilizé el nimero de granos flotantes
después de un minuto, expresando el resultado como porcentaje.

El color de los granos se determiné mediante un colorimetro portéatil (BYK-Gardner®,
EUA), registrandose los pardametros de luminosidad (L*), cromay angulo de matiz (hue),
con el fin de caracterizar objetivamente las diferencias asociadas a la pigmentacion del
grano.

2.3.3 Preparacion de harinas nixtamalizadas

La obtencion de harinas nixtamalizadas se realiz6 siguiendo un procedimiento tradicional

previamente descrito, con ligeras adecuaciones (Zavala, 2015). Para cada variedad de maiz,
se mezcld 1 kg de grano con 2 L de agua potable y 10 g de hidréxido de calcio. La mezcla se
sometio a coccion en estufa de gas hasta alcanzar una temperatura aproximada de 92 °C,
manteniéndose por un periodo de 40-45 minutos.
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Figura 4. Nixtamalizacion del maiz

Una vez finalizada la coccidn, los granos se dejaron reposar en el mismo liquido de
coccion (nejayote) durante 16 h a temperatura ambiente. Posteriormente, el nejayote fue
decantado y los granos nixtamalizados se lavaron con 2 L de agua potable por kilogramo de
maiz para eliminar el exceso de hidroxido de calcio y parte del pericarpio desprendido. El
nixtamal obtenido se molié en un molino de piedras (FUMASA®) para la obtencion de masa,
la cual se deshidraté en un equipo de secado tipo flash y se pulveriz6 hasta obtener harina
con tamafio de particula homogeéneo.

Figura 5. Proceso de molienda, secado y pulverizacion del nixtamal.

2.3.4 Caracterizacion bromatolégica de las harinas y granos de maiz

La caracterizacion bromatolégica de las harinas nixtamalizadas se realiz6 mediante la
determinacion de humedad, cenizas, proteina cruda y extracto etéreo, utilizando métodos
oficiales de la AACC (2000). El contenido de proteina se calcul6 a partir del nitrégeno total
determinado por el método correspondiente, empleando el factor de conversion adecuado. El
contenido de carbohidratos totales se estimé por diferencia, restando de 100 la suma de
humedad, proteina, extracto etéreo y cenizas.
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2.3.5 Caracterizacion fisicogquimica de las harinas

El pH de las harinas se determin6 conforme al método 02-52 de la AACC (2000). El color
se evaluo utilizando el mismo colorimetro portatil empleado para los granos, registrando los
pardmetros L*, croma y &ngulo hue. La actividad de agua (Aw) se determind mediante un
equipo LabSwift-aw (NOVASINA®).

2.3.6  Obtencidn de extractos para la evaluacion de la capacidad antioxidante

Los extractos se obtuvieron mediante extraccion asistida por ultrasonido a partir de las
muestras secas y molidas, empleando una relacion sélido:solvente de 1:20 (p/v) con etanol
al 30 % (v/v). La extraccion se realizé durante 20 minutos, a una temperatura de 50 °C y 30
% de amplitud. Posteriormente, las suspensiones se centrifugaron y el sobrenadante se filtro
al vacio para su uso en la determinacion de compuestos fendlicos, flavonoides totales y
capacidad antioxidante. Los extractos se mantuvieron protegidos de la luz y refrigerados
hasta su analisis.

2.3.7 Determinacion de compuestos fenélicos y flavonoides totales

El contenido de compuestos fendlicos totales se determind mediante el método
colorimétrico de Folin—Ciocalteu, de acuerdo con lo descrito por Makkar et al. (1993), con
modificaciones menores reportadas por Trevifo et al. (2017). Para ello, se mezclaron 250 pul
del extracto con 250 pL del reactivo Folin—Ciocalteu (2 N) y 250 uLL de carbonato de sodio
(Na2CO:s) al 20%. La mezcla se agito y se incub6 a 40 °C durante 30 min. Posteriormente, se
adicionaron 2 mL de agua destilada y se homogeneiz6 nuevamente. La absorbancia se midio
a 750 nm empleando un espectrofotometro (VELAB®, EUA). El contenido de fendlicos
totales se cuantificd utilizando acido galico como estandar y los resultados se expresaron
como miligramos de equivalentes de acido galico por gramo de muestra (mg EAG/g).

El contenido de flavonoides totales se evalu6 siguiendo el método descrito por Liu et al.
(2002). Se mezclaron 150 pL del extracto con 150 uL de NaNO: al 5% y se dejo reaccionar
durante 5 min. Posteriormente, se afiadieron 150 pL de AICLs al 10% y 1 mL de NaOH 0.1
M, agitdndose la mezcla hasta homogeneizar. La absorbancia se registré a 510 nm en un
espectrofotometro (VELAB®, EUA). La cuantificacién se realiz6 utilizando quercetina
como estandar y los resultados se expresaron como miligramos de equivalentes de quercetina
por gramo de muestra (mg EQ/g).

2.3.8 Evaluacion de la capacidad antioxidante

La actividad antioxidante se determiné mediante los ensayos de captura de radicales
DPPHe y ABTS++, utilizando métodos espectrofotométricos ampliamente reportados.
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El ensayo de DPPH- se realizo de acuerdo con el procedimiento descrito por Randhir y
Shetty (2007), con modificaciones propuestas por Trevifio et al. (2017). Se midid la
absorbancia a 517 nm utilizando un espectrofotometro (VELAB®, EUA). Los resultados se
expresaron concentracion inhibitoria media (IC50) del radical DPPHe, calculado mediante
la ecuacion

La actividad antioxidante mediante el radical ABTS<+ se determin6 conforme al método
descrito por Re et al. (1999). Para la generacion del radical, se prepar6 una solucién madre
mezclando ABTS (7 mM) y persulfato de potasio (2.45 mM) en una proporcion 2:1 (v/v), la
cual se dejo reposar a temperatura ambiente durante 16 h en oscuridad. Posteriormente, la
solucion se diluy6 con etanol hasta ajustar una absorbancia de 0.70 £ 0.02 a 734 nm. Se midio
la absorbancia a 734 nm en un espectrofotometro (VELAB®, EUA). Los resultados se
expresaron como concentracion inhibitoria media (1C50) del radical ABTSe+.

2.3.9 Determinacion del perfil de aminoacidos

El perfil de aminoacidos de las harinas nixtamalizadas se determiné mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), previo proceso de hidrélisis acida de las
proteinas, siguiendo procedimientos estandarizados para la cuantificacion de aminoacidos en
matrices alimentarias. La identificacion y cuantificacion de los aminoécidos se realizd
mediante comparacién de los tiempos de retencion y areas de los picos cromatograficos con
estandares comerciales certificados. Los resultados se expresaron como miligramos de
aminoéacido por 100 gramos de muestra.

2.3.10 Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como media * desviacion estandar (n = 3). Los datos fueron
analizados mediante un andlisis de varianza de una via (ANOVA), y las medias se
compararon mediante la prueba de Tukey, utilizando un nivel de significancia de p < 0.05
para detectaron diferencias significativas entre tratamientos. EI analisis estadistico se realizd
utilizando el software RStudio®.

2.4 Resultados y discusion

2.4.1 Caracterizacion fisica del grano de maiz

La caracterizacion fisica de los granos de maiz permitié identificar diferencias
morfologicas entre las variedades criollas azul, blanca y roja recolectadas en la region
Purépecha. El andlisis del tamafio del grano mostré variaciones significativas en las
dimensiones de largo, ancho y espesor (Tabla 1), reflejando la diversidad estructural propia
de los maices criollos. Estas diferencias son relevantes desde un punto de vista tecnoldgico,
ya que se ha reportado que granos de mayor tamafio y volumen presentan una mayor
capacidad de hidratacion, lo que favorece una coccion mas homogénea y eficiente durante la
nixtamalizacion (Salinas-Moreno et al., 2010; Serna-Saldivar, 2010).
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El peso de mil granos (PMG) es un parametro ampliamente utilizado para estimar el
tamarfio, densidad y proporcién de endospermo del grano, asi como su rendimiento potencial
en procesos de molienda. En el presente estudio, todas las variedades evaluadas presentaron
valores superiores a 300 g, umbral considerado adecuado para aplicaciones industriales y
artesanales en la elaboracion de masa y tortillas (Aguayo-Rojas et al., 2012). En particular,
el maiz rojo mostro el valor més elevado de PMG (460.5 g), lo que sugiere una mayor
proporcién de endospermo harinoso y un potencial favorable para la obtencién de harinas
con buen rendimiento, en concordancia con lo reportado por Salinas y Vazquez (2006) para
maices destinados a la produccién de harina de calidad.

Maiz azul Maiz blanco Maiz rojo

Figura 6. Maices criollos pigmentados y no pigmentados

La dureza del grano, estimada mediante el indice de flotacion, constituye un criterio clave
para definir las condiciones de coccion durante la nixtamalizacion. Valores elevados de
indice de flotacidn se asocian con granos suaves 0 muy suaves, los cuales requieren tiempos
de coccion mas cortos y favorecen la conservacién parcial del pericarpio, contribuyendo a
una mejor cohesion de la masa y a propiedades reoldgicas adecuadas en la tortilla (Martinez-
Bustos et al., 2001; Arambula-Villa et al., 2001). En este estudio, los maices azul y blanco
se clasificaron como muy suaves, mientras que el maiz rojo presentd una dureza suave, lo
que permitid ajustar los tiempos de coccidn entre 25 y 30 minutos, optimizando el proceso
de nixtamalizacién sin comprometer la calidad del producto final.

Tabla 1. Caracterizacion fisica de los granos de maiz.
Parametro Maiz azul Maiz blanco Maiz rojo
Tamaiio del b a 12.30 +
grano (mm) Largo 11.27 £ 1.57 13.5+1.32 1382
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Ancho 9.04 +£0.94° 9.73+1.162 9.28+1.0°

Espesor 527 +138° 485+116>  >30*L163
PMG () 411.8+475%  4155+4.40 ° 7‘1138-2 *
IF (%) o1 o1 b
Dureza Muy suave Muy suave Suave

Valor medio calculado a partir de tres réplicas + desviacion estandar. Valores con letras distintas
en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05).

2.4.2 Caracterizacion fisicoquimica de los granos de maiz

Las propiedades fisicoquimicas de los granos de maiz criollo evaluados se resumen en la
Tabla 2. El pH de los granos present6 valores cercanos a la neutralidad, con 6.75 para la
variedad azul, 6.74 para la blanca y 6.68 para la roja, sin diferencias significativas entre ellas.
Estos valores concuerdan con lo reportado previamente para maices criollos y comerciales,
cuyos pH suelen oscilar entre 6.4 y 6.8 (Zavala, 2015; Serna-Saldivar, 2010). Un pH cercano
a la neutralidad es caracteristico del grano de maiz y resulta relevante desde el punto de vista
tecnoldgico, ya que favorece la accion del tratamiento alcalino durante la nixtamalizacion,
facilitando la eliminacion del pericarpio y la modificacion parcial del almidon, ademas de
contribuir a la estabilidad de los compuestos bioactivos presentes en el grano.

El contenido de humedad de los granos mostré diferencias significativas entre variedades,
con valores de 11.61 % para el maiz azul, 10.18 % para el blanco y 9.65 % para el rojo. Todos
los valores se encontraron por debajo del limite maximo establecido por la NOM-247-SSA1-
2008 (15 %), lo que indica condiciones adecuadas de manejo y almacenamiento. Niveles de
humedad dentro de este rango son deseables, ya que reducen el riesgo de deterioro
microbioldgico y de pérdidas de calidad durante el almacenamiento, ademas de favorecer
una hidratacion mas controlada del grano durante la nixtamalizacion (Salinas-Moreno et al.,
2010).

La evaluacion del color del grano, realizada mediante el sistema CIE Lab*, evidencio
diferencias marcadas entre las variedades criollas analizadas. EI maiz blanco presento el
mayor valor de luminosidad (L*), reflejando una mayor capacidad de reflejar la luz, mientras
que el maiz azul mostrd el valor mas bajo, asociado a su tonalidad oscura y a la presencia de
pigmentos fenolicos, principalmente antocianinas. En el eje a*, el maiz rojo presento los
valores mas elevados, indicando una mayor tendencia hacia tonalidades rojizas, atribuibles a
la presencia de carotenoides y flavonoides especificos, mientras que el maiz azul y el blanco
mostraron valores bajos e intermedios, respectivamente. En cuanto al pardmetro b*, los
valores mas altos correspondieron a las variedades blanca y roja, reflejando una mayor
contribucion de tonalidades amarillas, mientras que el maiz azul presentd valores bajos,
coherentes con su coloracion caracteristica.

27



Estas diferencias cromaticas concuerdan con lo reportado en estudios previos, donde se
ha sefialado que la coloracion del grano esta estrechamente relacionada con la concentracion
y el tipo de compuestos bioactivos presentes, particularmente antocianinas en maices azules
y carotenoides en variedades rojas y blancas (Salinas-Moreno et al., 2012; Lopez-Martinez
et al., 2009). La caracterizacion objetiva del color resulta, por tanto, un indicador indirecto
del potencial nutracéutico de los maices criollos y constituye un parametro relevante para su
seleccion en el desarrollo de productos alimentarios con valor funcional.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de los granos de maiz

Parametro Maiz azul Maiz blanco Maiz rojo
pH 0 85553 6.74 £ 0.0473 % 6.68 £ 0.163%
Humedad 1161+ b b

(%) 0.19 2 10.18 +0.11 9.65+0.35

Color L 19.4 +2.53 50.6 £4.35 25.0 £ 1.66

a 0.6+0.43 3.9+0.84 23.4+1.78

b 3.4£0.47 23.5+1.14 23.7+2.79

Valor medio calculado a partir de tres réplicas + desviacion estandar. Valores con letras distintas
en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05).

2.4.3 Analisis bromatolégico de los granos de maiz

La caracterizacion bromatolégica de los granos de maiz criollo azul, blanco y rojo
evidencid diferencias composicionales relevantes entre variedades, particularmente en el
contenido de proteina, lipidos y fibra dietética, mientras que el contenido de cenizas no
mostrd variaciones significativas (p > 0.05) (Tabla 3). La similitud en el contenido de ceniza
concuerda con lo reportado para maices criollos y pigmentados, en los cuales la fraccién
mineral soluble suele ser baja y relativamente estable entre genotipos (Maldonado-Astudillo
etal., 2022).

El contenido de proteina de las variedades evaluadas oscilo entre 12.17 y 12.49 %, valores
gue se encuentran dentro del rango reportado para maices criollos mexicanos y que superan,
en general, el contenido proteico tipico de variedades hibridas o comerciales, el cual suele
situarse entre 7'y 10 % (Serna-Saldivar, 2015). Estos resultados son consistentes con estudios
realizados en distintas regiones del pais, donde se han documentado contenidos proteicos
similares en maices blancos y pigmentados recolectados en Guerrero y Puebla (Maldonado-
Astudillo et al., 2021; Dominguez Escorcia et al., 2024). La retencion del pericarpio y de la
capa de aleurona en los maices criollos ha sido sefialada como un factor determinante en la
conservacion de fracciones proteicas relevantes, lo que puede explicar los valores observados
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en este estudio (Mora-Rochin et al., 2010). En este contexto, los resultados confirman que
los maices criollos pigmentados pueden igualar o incluso superar el contenido proteico de
variedades no pigmentadas, dependiendo de la raza y de las condiciones de cultivo,
reforzando su importancia como fuente de amino&cidos para la dieta en comunidades rurales
(Martinez et al., 2016).

En cuanto al contenido de lipidos, el maiz rojo presento los valores mas elevados, seguido
del maiz azul y del blanco. Estas diferencias han sido asociadas previamente con la presencia
de compuestos liposolubles, como carotenoides y tocoferoles, los cuales pueden contribuir
al contenido graso total del grano, particularmente en variedades pigmentadas (Padilla et al.,
2017). Los valores obtenidos concuerdan con reportes recientes para maices pigmentados de
regiones agroecoldgicas similares, lo que sugiere una composicion lipidica caracteristica de
este tipo de materiales (Dominguez Escorcia et al., 2024). La fibra dietética total mostrd
valores comprendidos entre 9.5 y 10.5 %, con una clara predominancia de la fraccion
insoluble sobre la soluble, patron ampliamente descrito para maices criollos y pigmentados
(Salinas-Moreno et al., 2013; Ortiz-Prudencio, 2006). La mayor proporcion de fibra insoluble
se asocia principalmente a componentes estructurales del pericarpio y la pared celular,
mientras que la fraccion soluble, aunque minoritaria, puede contribuir a efectos fisioldgicos
relevantes en la regulacion del transito intestinal y la respuesta glucémica. Resultados
similares han sido reportados recientemente en variedades pigmentadas, confirmando la
consistencia de este perfil fibroso (Gogoi et al., 2023).

El contenido de carbohidratos totales, que vario entre 66 y 69 %, reflejé la relacion inversa
entre la fraccion fibrosa y la concentracion de almidon, manteniéndose dentro de los rangos
caracteristicos de los maices criollos mexicanos (Serna-Saldivar, 2015). En conjunto, la
composicion bromatoldgica observada resalta el potencial de los maices azul y rojo como
materias primas con un perfil nutrimental favorable para el desarrollo de alimentos con
enfoque funcional, particularmente por su aporte de fibra dietética y proteinas.

Tabla 3. Caracterizacion bromatoldgica de los granos de maiz.
Parametro Maiz azul Maiz blanco Maiz rojo
Ceniza 1.58 £0.03% 1.45+0.22° 1.53+£0.042
Proteina 12.17 + 0.045 12.49 + 0.43° 320237 *
Lipidos 8.36 £ 0.16% 7.57 +£0.09° 9.07 £ 0.20%
Fibra soluble 1.62 + 0.30° 1.64 +0.21° 1.70£0.172
Fibra insoluble 8.83 £0.902 7.86 +£0.73° 8.80 +0.33%
Carbohidratos 67.44+09° 68.99 +0.7 2 . 82155’

Valor medio calculado a partir de tres réplicas + desviacion estandar. Valores con letras distintas
en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05).
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2.4.4 Harinas nixtamalizadas de maiz

Tras la caracterizacion fisica, fisicoquimica y bromatoldgica del grano, se evaluaron las
harinas nixtamalizadas obtenidas a partir de las tres variedades de maiz criollo. La
nixtamalizacion y la molienda representan etapas criticas que modifican la estructura del
grano y pueden inducir cambios en la composicion nutrimental, la disponibilidad de
compuestos bioactivos y las propiedades funcionales de la matriz. Por ello, la caracterizacion
de las harinas permite evaluar el impacto del procesamiento tradicional sobre los atributos
del maiz y establecer una base comparativa para el analisis posterior de productos elaborados
a partir de estas harinas.

Harina maiz Rojo Harina maiz Azul Harina maiz Blanco

Figura 7. Harinas nixtamalizadas de maiz

2.4.5 Caracterizacion fisicoquimica de las harinas nixtamalizadas de maiz

Las propiedades fisicoquimicas de las harinas nixtamalizadas obtenidas a partir de maices
criollos azul, blanco y rojo se presentan en la Tabla 4. La actividad de agua (Aw) mostro
valores bajos en todas las harinas evaluadas, con registros de 0.325 para la harina azul, 0.263
para la blanca y 0.269 para la roja. Estos valores se sitdan por debajo del umbral critico de
0.60, a partir del cual se favorece el desarrollo microbiano, lo que indica una adecuada
estabilidad microbioldgica y oxidativa de las harinas durante el almacenamiento (Eskin y
Robinson, 2000). En comparacién con lo reportado por Temba et al. (2017), quienes
observaron valores de Aw cercanos a 0.43 en harinas nixtamalizadas, los resultados
obtenidos sugieren una ventaja potencial en términos de vida Gtil y conservacion de productos
elaborados a partir de estas harinas.

El pH de las harinas nixtamalizadas presento valores alcalinos, con un intervalo entre 8.72
y 9.45, comportamiento esperado como consecuencia del tratamiento con hidréxido de
calcio. Estos resultados concuerdan con rangos previamente reportados para harinas
nixtamalizadas, que suelen oscilar entre 8.6 y 11.2, dependiendo de la concentracién de cal
y de las condiciones de lavado del nixtamal (Lopez-Espindola et al., 2020). La alcalinidad
residual desempefia un papel relevante en la funcionalidad tecnoldégica de la masa, al
favorecer la gelatinizacion parcial del almidon y la cohesion de la matriz, ademas de
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contribuir a la estabilidad microbiologica del producto. No obstante, se ha sefialado que un
exceso de lavado puede reducir el contenido de calcio residual y, con ello, modificar el pH
final de la harina, por lo que su control resulta determinante para asegurar la calidad del
producto (Zazueta et al., 2002).

El andlisis de color mediante el sistema CIE Lab* evidencié cambios notorios en las
harinas nixtamalizadas en comparacion con los granos originales. En general, se observé una
disminucion de la luminosidad (L*), lo que indica un oscurecimiento asociado al tratamiento
térmico y alcalino, siendo este efecto mas marcado en la harina de maiz rojo. En el parametro
a*, la harina de maiz azul presentd un desplazamiento hacia valores negativos, en contraste
con el valor ligeramente positivo observado en el grano, mientras que las harinas blanca y
roja mantuvieron valores positivos. En cuanto al parametro b*, la harina azul mostré una
reduccion de la tonalidad amarilla, mientras que en las harinas blanca y roja se registré un
incremento moderado.

Estas variaciones cromaticas han sido ampliamente asociadas a la modificacion de los
pigmentos naturales del maiz durante la nixtamalizacion, particularmente a cambios en la
estabilidad y forma quimica de antocianinas y carotenoides bajo condiciones de pH alcalino
y temperatura elevada (Salinas-Moreno et al., 2012). Ademas de modificar la apariencia
visual, estos cambios pueden influir en la aceptabilidad sensorial y en la percepcion de
calidad de los productos finales elaborados a partir de estas harinas.

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas de las harinas nixtamalizadas de
maices criollos.

Parametro HNM Azul HNM Blanco HNM Rojo
pH 8.72+0.02° 9.13+0.13% 9.45+0.092
Humedad 7.35+0.6° 6.37+0.2" 6.2+05°"
(%)
0.325 + b b
Aw 0.006 # 0.263 + 0.005 0.269 + 0.001
Color L 36.8+1.2°¢ 459+272 33.0+09°
a -3.1+0.7° 34+0.7% 34+052
b 07+0.2° 9.0+0.6°2 9.0+0.7°2

Valor medio calculado a partir de tres réplicas + desviacion estandar. Valores con letras distintas
en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05).
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2.4.6 Analisis bromatoldgico de las harinas nixtamalizadas de maiz

La composicion bromatoldgica de las harinas nixtamalizadas obtenidas a partir de maices
criollos azul, blanco y rojo se encontrd dentro de los parametros establecidos por la norma
NMX-F-046-SCFI-2018, la cual establece como referencia un contenido minimo de proteina
de 7 %, un maximo de 3.5 % de ceniza y un minimo de 2.5 % de extracto etéreo. En este
estudio, el contenido de proteina oscil6 entre 7.86 y 8.05 %, confirmando valores superiores
al minimo normativo y comparables con los reportados para harinas de maiz nixtamalizado
de uso industrial, donde se han documentado intervalos de 6.68-8.11 % (Bressani et al.,
2001) y de 9.2-10.49 % (Flores et al., 2002).

La disminucion del contenido proteico observada en las harinas con respecto a los granos
originales concuerda con lo descrito para el proceso de nixtamalizacion tradicional, donde se
ha reportado la pérdida de fracciones proteicas solubles, principalmente hacia el nejayote
durante las etapas de coccion y lavado alcalino (Figueroa et al., 2001; Mufioz-Hernandez et
al., 1999, citados en Gaytan-Martinez et al., 2012). A pesar de estas pérdidas, los valores
obtenidos evidencian que las harinas elaboradas a partir de maices criollos pigmentados
mantienen un contenido proteico competitivo frente a productos comerciales, lo que refuerza
su potencial para aplicaciones alimentarias con enfoque nutrimental y funcional.

El contenido de cenizas de las harinas se mantuvo dentro del limite maximo permitido por
la normativa, con valores comprendidos entre 1.23 y 1.49 %, lo que indica un contenido
mineral adecuado y consistente con procesos de lavado controlados del nixtamal. Por su
parte, el extracto etéreo presento valores de 4.65 a 5.77 %, superando ampliamente el minimo
normativo. Estos resultados reflejan la conservacion parcial de la fraccion lipidica del grano,
asociada principalmente al germen, y concuerdan con reportes previos para harinas
nixtamalizadas obtenidas a partir de maices criollos (Serna-Saldivar, 2015).

En relacion con la fibra dietética, los valores totales oscilaron entre 7.86 y 9.05 %, rangos
acordes con los reportados para productos derivados de maices criollos nixtamalizados
(Salinas-Moreno et al., 2013; Ortiz-Prudencio, 2006). En todas las harinas evaluadas
predomind la fraccion insoluble, con valores de 6.77 a 7.94 %, mientras que la fraccion
soluble se mantuvo baja y relativamente constante (1.09-1.11 %), comportamiento
caracteristico de la nixtamalizacion tradicional (Serna-Saldivar, 2015). El contenido de
carbohidratos totales, que varié entre 75.98 y 77.57 %, refleja el incremento relativo esperado
tras la eliminacion parcial del pericarpio y del germen durante el tratamiento alcalino,
fendmeno que ha sido descrito previamente para harinas nixtamalizadas (Gogoi et al., 2023).

Tabla 5. Analisis bromatoldgico de harinas nixtamalizadas de maiz
Parametro HNM Azul HNM Blanco HNM Rojo
Ceniza 1.33+0.10° 1.49+0.02° 1.23+0.08°
Proteina 10.05+0.302 9.73+0.03° 8.41+0.782
Lipidos 5.21 +0.09 2 4.65+0.28" 5.77 +0.08 2
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Fibra soluble 1.09+03°2 1.10+0.01¢8 1.11+052
Fibra insoluble 6.77 £ 0.08 ° 733+15¢ 794+0.71¢%
Carbohidratos 7755+ 0.62 7757+052 75.98 +0.3°

Valor medio calculado a partir de tres réplicas + desviacion estandar. Valores con letras distintas
en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05).

2.4.7 Perfil de aminoacidos de los granos de maiz y harinas nixtamalizadas

El andlisis del perfil de aminoéacidos de los granos de maiz criollo confirmé el patron
caracteristico descrito para esta especie, en el que lisina y triptéfano se identifican como los
principales amino&cidos limitantes de la proteina del maiz (NRC, 1988; CIMMYT, 2010).
En las tres variedades evaluadas, leucina, &cido glutdmico y alanina fueron los aminoacidos
de mayor concentracion, mientras que lisina y triptéfano presentaron los valores mas bajos
(Tabla 6). No obstante, se observaron diferencias entre variedades, destacando el maiz azul
por presentar concentraciones ligeramente superiores de lisina (0.253 g/100 g) y tript6fano
(0.049 ¢/100 g) en comparacién con el maiz blanco y rojo. Asimismo, el contenido de
histidina fue notablemente mayor en el maiz azul, lo que resulta relevante desde el punto de
vista nutricional, ya que este aminoacido es esencial durante etapas de crecimiento y participa
en diversos procesos metabdlicos.

La variabilidad observada en el perfil de aminoacidos entre las variedades analizadas
concuerda con lo reportado para maices criollos, donde factores genéticos, ambientales y de
manejo agronémico influyen de manera significativa en la composicion proteica del grano
(Chavez-Servia et al., 2021). En este contexto, los resultados sugieren que ciertas variedades
de maiz pigmentado, particularmente el maiz azul, pueden ofrecer un perfil proteico
relativamente mejorado, complementando su reconocido contenido de compuestos
bioactivos. En términos globales, la proporcion de aminoacidos esenciales respecto a los
aminoacidos totales fue cercana al 35 %, mientras que la relacion aminoacidos
esenciales/aminoécidos no esenciales se aproximo al 53 %, valores consistentes con los
reportados para maices criollos destinados al consumo humano.

La nixtamalizacion indujo modificaciones en el perfil de aminoacidos de las harinas en
comparacion con los granos crudos (Tabla 7), efecto que ha sido ampliamente documentado
para este proceso tradicional. En particular, se observé una reduccion en el contenido de
lisina en las harinas nixtamalizadas, lo cual ha sido atribuido a reacciones de Maillard y a la
interaccion de este aminoacido con compuestos formados durante la coccidn alcalina,
disminuyendo su contenido total y potencialmente su disponibilidad (Paredes-Lo6pez et al.,
2009). A pesar de esta disminucion, la harina nixtamalizada de maiz azul mantuvo el mayor
contenido de lisina entre las variedades evaluadas, seguida de la blanca y la roja, lo que
sugiere una mayor retencion relativa de este aminoacido esencial en la variedad azul tras el
procesamiento.
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En el caso del triptofano, los cambios inducidos por la nixtamalizacion fueron menos
consistentes entre variedades. Aunque algunos estudios han reportado ligeras disminuciones
en su contenido total, también se ha sefialado que el tratamiento alcalino puede mejorar su
biodisponibilidad (Serna-Saldivar et al., 1990). En este estudio, la harina nixtamalizada de
maiz rojo presentd un contenido ligeramente superior de triptéfano en comparacion con las
harinas azul y blanca, lo que podria estar relacionado con diferencias en la estabilidad de este
aminoacido o con su liberacién a partir de la matriz proteica durante el procesamiento. Un
aspecto relevante fue el mantenimiento de un contenido elevado de histidina en la harina
nixtamalizada de maiz azul, en concordancia con lo observado en el grano crudo, lo que
refuerza el potencial nutricional de esta variedad. Adicionalmente, se observo un incremento
en el contenido de metionina en las harinas nixtamalizadas respecto a los granos originales,
particularmente en la harina de maiz azul. Este comportamiento, poco documentado en la
literatura, sugiere posibles cambios en la accesibilidad o concentracion relativa de
aminoacidos sulfurados tras la nixtamalizacion y resalta la necesidad de estudios adicionales
que permitan esclarecer la interaccion entre el tratamiento alcalino y la matriz proteica de los
maices criollos.

Estos resultados evidencian que la nixtamalizacion modifica el perfil de aminoacidos del
maiz, con efectos diferenciados segun la variedad, y que la harina nixtamalizada de maiz azul
conserva un balance de aminoacidos esenciales relativamente mas favorable en comparacion
con las variedades blanca y roja, lo cual resulta relevante para su aprovechamiento en el
desarrollo posterior de productos fortificados.

Tabla 6. Perfil de aminoéacidos de maices criollos azul, blanco y rojo
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Aminoécido (AA) Aminoéacido (mg AA / g de proteina)

Maiz Blanco Maiz Azul Maiz Rojo FAO & IAEA
(2024)
Histidina 57.28 32.35 34.81 15
Isoleucina 30.99 32.35 32.68 30
Leucina 108.06 113.95 113.30 59
Lisina 41.05 38.47 40.72 45
Metionina+ cistina 34.24 28.81 31.36 22
Fenilalanina + 68.80 74.68 75.04 38
tirosina
Treonina 37.16 38.15 38.59 23
Triptéfano 7.95 6.60 5.91 6
Valina 46.41 48.45 48.60 30
Alanina 72.04 75.97 77.01 -
Arginina 47.70 50.06 52.38 -
Acido aspartico 68.47 70.66 71.10 -
Glicina 42.19 43.94 44.83 -
Acido glutamico 196.33 203.77 203.45 -
Serina 50.30 52.63 53.04 -
Prolina 65.88 61.32 50.41 -
Hidroxiprolina 25.15 27.84 26.77 -
Tabla 7. Perfil de aminoacidos de harinas nixtamalizadas de maices azul,

blanco y rojo.

Aminoéacido (AA) Aminoéacido (mg AA / g de proteina)
HNM HNM HNM FAO &
Blanco Azul Rojo IAEA
(2024)
Histidina 31.33 47.93 29.64 15
Isoleucina 33.33 31.71 32.98 30
Leucina 135.03 125.25 130.70 59
Lisina 30.40 31.57 24,92 45
Metionina + cistina 34.72 37.36 32.07 22
Fenilalanina + 80.09 79.06 77.66 38
tirosina
Treonina 36.57 37.50 35.71 23
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Triptéfano 5.56 5.36 6.38 6

Valina 47.38 45.47 45.74 30
Alanina 82.25 75.59 79.48 -
Arginina 42.28 40.11 39.67 -
Acido aspartico 66.20 62.84 63.22 -
Glicina 38.43 36.49 37.69 -
Acido glutamico 193.83 174.34 219.15 -
Serina 54.94 52.42 53.19 -
Prolina 56.94 75.59 63.07 -
Hidroxiprolina 30.71 41.41 28.72 -

2.4.8 Analisis polifendlico y capacidad antioxidante en granos de maiz y harinas
nixtamalizadas

El contenido de compuestos fendlicos totales en los granos de maiz mostrd diferencias
claras entre variedades, con valores de 58.72 + 5.08 mg EAG/100 g para el maiz azul, 48.68
+2.1 mg EAG/100 g para el blancoy 62.76 + 0.6 mg EAG/100 g para el rojo (Tabla 8). Estos
resultados confirman que los maices pigmentados concentran mayores niveles de fenoles en
comparacion con el maiz blanco, lo cual se asocia a la presencia de antocianinas y otros
polifenoles localizados principalmente en el pericarpio y la capa de aleurona (Santiago-
Ramos et al., 2018). Este comportamiento ha sido ampliamente documentado para maices
criollos, los cuales suelen presentar concentraciones superiores de metabolitos secundarios
frente a variedades hibridas o comerciales (Pérez-Terrazas et al., 2019).

Aunque los valores obtenidos se situan dentro del rango reportado para maices nativos, se
encuentran en la parte baja de los intervalos descritos para variedades pigmentadas, donde se
han reportado concentraciones de hasta 213 mg EAG/100 g en maiz azul y 166 mg EAG/100
g en maiz rojo (LOpez-Martinez et al., 2011; Salinas-Moreno et al., 2019). Esta variabilidad
puede atribuirse a factores genéticos, ambientales y agronémicos, asi como a diferencias en
los métodos de extraccion y cuantificacion, incluyendo el tipo de solvente, la relacion sélido-
liquido y el grado de molienda del grano (Santiago-Ramos et al., 2018; Pérez-Terrazas et al.,
2019).

En cuanto a flavonoides totales, los valores determinados fueron de 34.55 + 2.0 mg
EQ/100 g para el maiz azul, 29.15 + 1.8 mg EQ/100 g para el blanco y 32.49 + 0.4 mg EQ/100
g para el rojo, superando los rangos comunmente reportados para maices pigmentados y no
pigmentados (Serna-Saldivar, 2015). Este comportamiento puede explicarse, en parte, por la
naturaleza del método espectrofotométrico empleado, el cual puede detectar
simultaneamente flavonoides no antocianicos y antocianinas debido a la formacion de
complejos con AlCls, lo que ha sido sefialado previamente como una posible fuente de
sobreestimacion relativa (Lopez-Martinez et al., 2011).
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Las antocianinas fueron detectadas exclusivamente en los maices pigmentados, con
valores de 415.32 + 0.04 mg y 408.49 + 0.08 mg equivalentes de cianidina-3-glucésido/100
g para los maices azul y rojo, respectivamente, mientras que no se detectaron en el maiz
blanco. Estos valores se ubican en el rango alto reportado para maices criollos pigmentados
(200-400 mg/100 g) y confirman la elevada capacidad antioxidante asociada a estas
variedades, particularmente cuando los pigmentos se distribuyen tanto en pericarpio como
en aleurona (Salinas-Moreno et al., 2019; Santiago-Ramos et al., 2018).

La capacidad antioxidante evaluada mediante los radicales ABTS+* y DPPHe reflejo el
mismo patrén observado en el contenido de compuestos fenolicos. Los valores de ICso
ABTSe" oscilaron entre 212.54 y 237.04 ug/mL, mientras que para DPPHe se ubicaron entre
502.47 y 515.91 pg/mL (Tabla 8), rangos consistentes con los reportados para maices
pigmentados y no pigmentados (Lopez-Martinez et al., 2009; Zili¢ et al., 2012). Los maices
azul y rojo mostraron mayor actividad antioxidante frente a ambos radicales, atribuible a su
mayor concentracion de antocianinas, flavonoides y fenoles libres, mientras que la actividad
observada en el maiz blanco se asocia principalmente a &cidos fendlicos como el &cido
ferulico, predominante en granos no pigmentados (Mora-Rochin et al., 2010).

Tabla 8. Determinacion de acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas y
actividad antioxidante en granos de maiz.

Parametro Maiz azul Maiz blanco Maiz rojo
Fenoles 58.72 +5.08 48.68+2.1° 62.76 + 0.6 2
Flavonoides 3455+2.0°? 29.15+1.8° 32.49+04°
Antocianinas 415.32 +0.04 @ ND 408.49 + 0.08 @
ABTS + (1C50) 21254+1.1°% 237.04+3.0° 216.10£0.98 2
DPPH- (IC50) 502.47 £0.04 2 515.91 +£0.20° 502.81+1.2°%

Valor medio calculado a partir de tres réplicas + desviacion estandar. Valores con letras distintas
en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05). ND= No detectado. El contenido de
los compuestos fenodlicos esta expresado en mg equivalentes de &cido galico en 100 g. El contenido
de flavonoides esta expresado en mg equivalentes de quercetina en 100 g. EI contenido de
antocianinas esta expresado en mg equivalentes de cianidina-3-glucésido en 100 g. La concentracion
media efectiva esta expresada en pg/mL.

En las harinas nixtamalizadas se observO una reduccion general del contenido de
compuestos fenolicos respecto a los granos crudos. Los valores de fenoles totales fueron de
45.72 £ 0.23 mg EAG/100 g para HNM azul, 37.50 + 1.5 mg EAG/100 g para HNM blanco
y 41.75 + 0.9 mg EAG/100 g para HNM rojo (Tabla 9). Esta disminucion concuerda con lo
documentado para la nixtamalizacion, donde la coccion alcalina y el lavado del nixtamal
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favorecen la solubilizacion y eliminacion de compuestos fendlicos en el nejayote, con
pérdidas reportadas de hasta 40 % (LOpez-Martinez et al., 2011; Santiago-Ramos et al.,
2018). A pesar de ello, los valores se mantienen dentro de los rangos descritos para harinas
nixtamalizadas de maices criollos pigmentados (Salinas-Moreno et al., 2019).

Los flavonoides totales en las harinas nixtamalizadas también disminuyeron en
comparacion con los granos, con valores de 21.53-29.47 mg EQ/100 g, lo cual se atribuye a
la sensibilidad de estas estructuras a condiciones alcalinas y térmicas. No obstante, se ha
sefialado que la nixtamalizacion puede favorecer la liberacion de flavonoides previamente
ligados a la matriz polisacaridica, compensando parcialmente las pérdidas iniciales (Serna-
Saldivar, 2015; Lopez-Martinez et al., 2011). En relacion con las antocianinas, las harinas
nixtamalizadas de maiz azul y rojo conservaron concentraciones elevadas (344.25 + 0.07 y
333.92 + 0.04 mg/100 g, respectivamente), a pesar de que se han reportado pérdidas de hasta
60 % durante el procesamiento. Esta retencion parcial se ha atribuido a la proteccion que
confiere la matriz del almidon y las proteinas del endospermo, asi como a la estabilidad
diferencial de ciertos glucésidos antocianicos frente a condiciones alcalinas (Santiago-
Ramos et al., 2018; Lopez-Martinez et al., 2011).

La capacidad antioxidante de las harinas nixtamalizadas mostr6 valores de ICso ABTSe*
entre 285.49 y 295.99 ng/mL y de ICso DPPHe entre 746.21 y 790.62 pg/mL (Tabla 9),
evidenciando una reduccién moderada respecto a los granos crudos. Estos resultados
coinciden con los rangos reportados para harinas nixtamalizadas de maices pigmentados y
reflejan la conservacion de una fraccion significativa de compuestos bioactivos tras el
tratamiento alcalino (Zili¢ et al., 2012; Salinas-Moreno et al., 2019). La ligera ventaja
observada en las harinas pigmentadas frente a la blanca confirma la contribucidn residual de
antocianinas y flavonoides a la actividad antioxidante global, aun después del procesamiento
térmico.

Tabla 9. Determinacion de &cidos fendlicos, flavonoides, antocianinas y
actividad antioxidante en harinas nixtamalizadas de maiz (HMN).

Parametro HNM Azul HNM Blanco HNM Rojo

Fenoles 45.72 +0.232 3750+ 15°¢ 41.75+0.9"
Flavonoides 29.47 +0.99 21.53 +0.61° 29.08 +0.01 2
Antocianinas 344.25 +0.07° ND 333.92+0.04°
ABTS «+ (1C50) 285.49 + 0.51 ¢ 295.99 + 0.09 2 289.59 + 2.3
DPPH- (CIC50) 746.21+1.0° 790.62 +0.52 77424 +1.4°
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Valor medio calculado a partir de tres réplicas + desviacion estandar. Valores con letras distintas
en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05). ND= No detectado. El contenido de
los compuestos fendlicos esta expresado en mg equivalentes de &cido gélico en 100 g. El contenido
de flavonoides esta expresado en mg equivalentes de quercetina en 100 g. EIl contenido de
antocianinas esta expresado en mg equivalentes de cianidina-3-glucésido en 100 g. La concentracién
media efectiva esta expresada en g de extracto mL.

2.5 Conclusiones capitulo 11

Los maices criollos azul, blanco y rojo de la Meseta Purépecha mostraron una calidad
fisica y nutricional adecuada para su aprovechamiento tecnolégico, con diferencias
atribuibles a su diversidad genética y a la presencia de pigmentos naturales. Las variedades
pigmentadas destacaron por su mayor contenido de compuestos bioactivos y capacidad
antioxidante, asociadas principalmente a la presencia de antocianinas y otros polifenoles
localizados en el pericarpio y la capa de aleurona, lo que refuerza su interés desde una
perspectiva nutracéutica.

Desde el punto de vista bromatoldgico, los maices criollos presentaron contenidos
relevantes de proteina, fibra dietética y lipidos, comparables o superiores a los reportados
para variedades comerciales. Aunque el perfil de aminoacidos confirmo las deficiencias
caracteristicas del maiz en lisina y triptofano, las variedades pigmentadas, particularmente el
maiz azul, mostraron concentraciones ligeramente superiores de algunos aminoacidos
esenciales, lo que sugiere un potencial nutricional diferenciado que podria ser aprovechado
mediante estrategias de formulacion y complementacion. El proceso de nixtamalizacion
indujo modificaciones esperadas en la composicion de las harinas, incluyendo una reduccion
moderada del contenido proteico y de compuestos fendlicos, atribuible a pérdidas durante la
coccidn alcalina y el lavado del nixtamal. No obstante, las harinas nixtamalizadas de maices
pigmentados conservaron fracciones importantes de fibra dietética, aminoacidos esenciales
y compuestos antioxidantes, manteniendo una actividad antioxidante significativa frente a
los radicales ABTS<" y DPPHe. Esta retencion parcial de compuestos bioactivos confirma
que, aun tras el procesamiento, las harinas pigmentadas conservan un perfil funcional
relevante.

Los resultados de este capitulo evidencian que los maices criollos pigmentados y sus
harinas nixtamalizadas constituyen una base nutricional y funcional sélida para el desarrollo
de productos derivados con valor agregado. Al mismo tiempo, las limitaciones nutricionales
propias del maiz y las pérdidas asociadas al procesamiento justifican la exploracion de
estrategias de fortificacion orientadas a mejorar la calidad proteica y el potencial antioxidante
del producto final, aspectos que se abordan en el desarrollo y caracterizacion de tortillas
funcionales presentados en el Capitulo 3.
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Capitulo I11: Desarrollo y caracterizacion de tortillas funcionales con Moringa oleifera

3.1 Resumen

En este capitulo se desarrollaron tortillas de maiz criollo elaboradas a partir de harinas
nixtamalizadas, incorporando harina de hoja y concentrado proteico de Moringa oleifera, con
el proposito de mejorar su calidad nutricional y funcional. El objetivo fue formular y evaluar
tortillas fortificadas en términos de composicion nutrimental, perfil de aminoacidos,
contenido de compuestos bioactivos, capacidad antioxidante y propiedades tecnoldgicas. Se
elaboraron tortillas control y formulaciones enriquecidas con harina y concentrado proteico
de moringa. Se determinG su composicion proximal mediante métodos AOAC, perfil de
amino&cidos por cromatografia, contenido de compuestos fendlicos y flavonoides totales, y
actividad antioxidante mediante los ensayos ABTSs* y DPPHe. Asimismo, se evaluaron
pardmetros tecnoldgicos como rendimiento, textura y caracteristicas fisicas del producto
final. La adicion de moringa incremento significativamente (p<0.05) el contenido de proteina
y fibra dietética en las tortillas enriquecidas, alcanzando valores de proteina superiores a las
formulaciones control. En términos de perfil aminoacidico, se observaron incrementos
relevantes en lisina y triptéfano, particularmente en las formulaciones con concentrado
proteico. Asimismo, las tortillas fortificadas presentaron mayores concentraciones de
compuestos fenolicos y flavonoides, reflejandose en una mayor capacidad antioxidante frente
a los radicales ABTSe* y DPPHe. A pesar de estas modificaciones, las propiedades
tecnoldgicas se mantuvieron dentro de rangos adecuados para su procesamiento y consumo.

3.2 Introduccioén

La tortilla de maiz representa uno de los alimentos mas emblematicos y de mayor consumo
en México y otras regiones de Mesoamérica, constituyendo una fuente primaria de energia,
carbohidratos complejos, calcio y fibra dietética para millones de personas. Su relevancia
nutricional y cultural se mantiene particularmente en comunidades rurales, donde puede
aportar hasta el 5070 % de la ingesta diaria de energia (Serna-Saldivar, 2015). No obstante,
a pesar de su importancia en la dieta cotidiana, la tortilla presenta limitaciones nutricionales
asociadas a la calidad de su fraccion proteica, derivadas principalmente del bajo contenido
de aminoacidos esenciales como lisina y triptéfano, lo que reduce su valor biol6égico cuando
se consume como fuente principal de proteina (Hernandez-Uribe et al., 2020).

Diversas investigaciones han documentado que la nixtamalizacion mejora
significativamente la biodisponibilidad de nutrientes como calcio y niacina, ademéas de
inducir cambios estructurales en la matriz del almidon y de la proteina que favorecen la
digestibilidad. Sin embargo, este proceso no corrige de manera sustancial la deficiencia de
aminoéacidos esenciales inherente al grano de maiz, por lo que la tortilla continda siendo un
alimento energéticamente denso pero limitado desde el punto de vista proteico (Serna-
Saldivar et al., 2015). Esta condicion ha motivado el desarrollo de estrategias de fortificacion
nutricional orientadas a mejorar su perfil proteico y funcional sin comprometer sus
propiedades tecnoldgicas ni su aceptacion por parte del consumidor. La tortilla de maiz ha
sido propuesta como una matriz idonea para la incorporacion de ingredientes funcionales,
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debido a su alto consumo per capita, su bajo costo y su papel central en la dieta. Estudios
previos han evaluado la adicion de ingredientes como leguminosas, semillas, algas y
vegetales ricos en fibra o proteina, reportando incrementos en el contenido proteico y
antioxidante. No obstante, en muchos casos, estos enriquecimientos se acompafian de efectos
adversos sobre parametros tecnologicos clave, como la capacidad de inflado, la textura, la
rolabilidad o el color, lo que limita su viabilidad a escala doméstica o industrial (Sanchez-
Marroquin et al., 2021; Cuevas-Martinez et al., 2010).

Las hojas de Moringa oleifera han despertado un interés creciente como ingrediente
funcional debido a su elevada concentracion de proteinas, fibra dietética, minerales y
compuestos fenolicos con actividad antioxidante. A diferencia de otras fuentes vegetales, la
moringa presenta un perfil aminoacidico mas equilibrado, con aportes relevantes de lisina,
leucina e isoleucina, lo que la convierte en un candidato atractivo para complementar la
fraccion proteica del maiz (Fahey, 2005; Gopalakrishnan et al., 2016). Asimismo, maltiples
estudios han documentado su capacidad antioxidante y sus efectos hipoglucemiantes,
hipolipemiantes y antiinflamatorios en modelos experimentales, lo que respalda su potencial
como ingrediente funcional en el desarrollo de alimentos orientados a la prevencién de
enfermedades metabdlicas (Mabrouki et al., 2020; Alkhudhayri et al., 2021).

La incorporacion de moringa en tortillas de maiz plantea, sin embargo, desafios
tecnoldgicos relevantes. La adicion directa de harina de hoja puede modificar la estructura
de la masa, alterar el color del producto final y afectar parametros criticos de calidad,
mientras que el uso de concentrados proteicos puede permitir una mejora mas especifica del
contenido proteico con menor impacto sensorial. En este sentido, resulta necesario evaluar
comparativamente el efecto de ambos enfoques de fortificacion harina de hoja y concentrado
proteico sobre la composicion nutricional, la capacidad antioxidante y la calidad tecnoldgica
de las tortillas. Con base en la caracterizacién fisicoquimica, bromatoldgica y antioxidante
de los maices criollos y de sus harinas nixtamalizadas presentada en el Capitulo 2, el presente
capitulo se enfoca en el desarrollo de tortillas elaboradas a partir de maices criollos
pigmentados, adicionadas con harina de hoja de Moringa oleifera y con su concentrado
proteico. Se analiza el impacto de estas formulaciones sobre el perfil nutricional, la retencion
de compuestos bioactivos y las propiedades tecnoldgicas de las tortillas, con el fin de
establecer su viabilidad como alimentos funcionales y su potencial aplicacion en estrategias
de mejora de la calidad de la dieta.

3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Materiales

Se utilizaron harinas nixtamalizadas obtenidas a partir de maices criollos azul, blanco y
rojo previamente caracterizados (Capitulo 2). Las hojas de Moringa oleifera fueron
colectadas en el municipio de Huetamo, Michoacan, deshidratadas a la sombra y molidas
hasta obtener un tamafio de particula menor a 250 um. El concentrado proteico de moringa
se obtuvo mediante extraccion asistida por ultrasonido, siguiendo el procedimiento descrito
previamente.
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Todos los reactivos empleados para los analisis bromatoldgicos y antioxidantes fueron de
grado analitico.

3.3.2 Obtencidn del concentrado proteico de hoja de Moringa oleifera (CPMO)

La extraccion del concentrado proteico se realizo a partir de hoja de moringa deshidratada
utilizando ultrasonido con sonda, empleando agua desionizada como solvente. Las muestras
se mezclaron en una proporcion 1:30 (p/v) y se sometieron a sonicacion a una amplitud del
30 % durante 20 minutos. Posteriormente, la suspension fue filtrada y las proteinas se
precipitaron mediante ajuste alcalino, seguido de centrifugacion a 4000 rpm durante 15
minutos. El precipitado recuperado se secé en horno a 50 °C hasta peso constante y se
almaceno en recipientes herméticos para su posterior caracterizacion.

Figura 8. Concentrado proteico de M. oleifera

3.3.3 Formulacién y elaboracion de tortillas

La elaboracion de las tortillas se realizé conforme al método descrito por Méndez-Albores
et al. (2004), con ligeras adaptaciones. Las harinas nixtamalizadas se rehidrataron hasta
alcanzar un contenido de humedad aproximado del 60 %. A partir de la masa obtenida, se
elaboraron testales de 30 £ 1 g, los cuales se comprimieron mediante una tortilladora manual
(Gonzalez®) para obtener discos de 13.5 cm de diametro y 1.2 mm de espesor.

Los discos se cocieron en un comal de hierro precalentado a una temperatura promedio de
180 °C, aplicando un tiempo de coccidn de 17 s en la primera cara, 55 s en lasegunday 17 s
finales tras el segundo volteo.

Se desarrollaron los siguientes tratamientos:

o Tortillacontrol (TC): elaborada exclusivamente con harina nixtamalizada de
maiz criollo.
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e Tortilla con harina de moringa (THM): harina nixtamalizada adicionada
con 5 % de harina de hoja de Moringa oleifera.

e« Tortilla con concentrado proteico de moringa (TCM): harina
nixtamalizada adicionada con 5 % de concentrado proteico de Moringa oleifera.

Cada formulacion se elaboro para las tres distintas variedades.

3.3.4 Obtencion de extractos para la evaluacion de la capacidad antioxidante

Los extractos se obtuvieron mediante extraccion asistida por ultrasonido a partir de las
muestras secas y molidas, empleando una relacion solido:solvente de 1:20 (p/v) con etanol
al 30 % (v/v). La extraccion se realizé durante 20 minutos, a una temperatura de 50 °C 'y 30
% de amplitud. Posteriormente, las suspensiones se centrifugaron y el sobrenadante se filtro
al vacio para su uso en la determinacion de compuestos fendlicos, flavonoides totales y
capacidad antioxidante. Los extractos se mantuvieron protegidos de la luz y refrigerados
hasta su analisis.

3.3.5 Andlisis bromatoldgico de las tortillas, HMO y CPMO

Las tortillas obtenidas se sometieron a andlisis bromatoldgico para la determinacion de
humedad, cenizas, proteina y extracto etéreo, siguiendo métodos oficiales de la AACC
(2000). El contenido de carbohidratos totales se calculd por diferencia. La fibra dietética total
se determin6 mediante métodos gravimétricos enzimaticos, expresando los resultados en
base seca.

3.3.6 Determinacién de compuestos fendélicos y flavonoides totales

El contenido de compuestos fendlicos totales se determind mediante el método
colorimétrico de Folin—Ciocalteu, de acuerdo con lo descrito por Makkar et al. (1993), con
modificaciones menores reportadas por Trevifio et al. (2017). Para ello, se mezclaron 250 pL
del extracto con 250 pL del reactivo Folin—Ciocalteu (2 N) y 250 uL de carbonato de sodio
(Na2CO:s) al 20%. La mezcla se agito y se incub6 a 40 °C durante 30 min. Posteriormente, se
adicionaron 2 mL de agua destilada y se homogeneiz6 nuevamente. La absorbancia se midio
a 750 nm empleando un espectrofotometro (VELAB®, EUA). El contenido de fendlicos
totales se cuantificd utilizando acido galico como estandar y los resultados se expresaron
como miligramos de equivalentes de acido galico por gramo de muestra (mg EAG/Qg).

El contenido de flavonoides totales se evalué siguiendo el método descrito por Liu et al.
(2002). Se mezclaron 150 pL del extracto con 150 uL de NaNO:- al 5% y se dejo reaccionar
durante 5 min. Posteriormente, se afiadieron 150 pL de AICls al 10% y 1 mL de NaOH 0.1
M, agitandose la mezcla hasta homogeneizar. La absorbancia se registré a 510 nm en un
espectrofotometro (VELAB®, EUA). La cuantificacion se realizd utilizando quercetina
como estandar y los resultados se expresaron como miligramos de equivalentes de quercetina
por gramo de muestra (mg EQ/g).
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3.3.7 Evaluacion de la capacidad antioxidante

La actividad antioxidante se determind mediante los ensayos de captura de radicales
DPPHe y ABTSe+, utilizando métodos espectrofotométricos ampliamente reportados.

El ensayo de DPPHe se realiz6 de acuerdo con el procedimiento descrito por Randhir y
Shetty (2007), con modificaciones propuestas por Trevifio et al. (2017). Se midid la
absorbancia a 517 nm utilizando un espectrofotometro (VELAB®, EUA). Los resultados se
expresaron concentracion inhibitoria media (IC50) del radical DPPHe, calculado mediante
la ecuacion.

La actividad antioxidante mediante el radical ABTSe+ se determind conforme al método
descrito por Re et al. (1999). Para la generacion del radical, se prepard una solucion madre
mezclando ABTS (7 mM) y persulfato de potasio (2.45 mM) en una proporcion 2:1 (v/v), la
cual se dejo reposar a temperatura ambiente durante 16 h en oscuridad. Posteriormente, la
solucidn se diluyd con etanol hasta ajustar una absorbancia de 0.70 £ 0.02 a 734 nm. Se midio
la absorbancia a 734 nm en un espectrofotometro (VELAB®, EUA). Los resultados se
expresaron como concentracion inhibitoria media (IC50) del radical ABTSe+.

3.3.8 Evaluacion de calidad tecnoldgica de las tortillas
La calidad tecnoldgica se evalué mediante los siguientes pardmetros:

o Rolabilidad: se determin6 enrollando tortillas a 45 °C sobre un tubo de vidrio
de 2 cm de didmetro y evaluando el grado de ruptura en una escala de 1 a 5 (Cuevas-
Martinez et al., 2010).

o Grado de inflado: se evalud visualmente durante la coccion y se clasifico en
una escala de 1 a 3 segun el porcentaje de inflado (Cuevas-Martinez et al., 2010).

o Pérdida de peso en coccion: se determind por diferencia de peso antes y
después de la coccion.

o Textura: se evalu6 mediante pruebas de tension y corte utilizando un
analizador de textura CT3 (Brookfield®), siguiendo la metodologia descrita por
Arémbula-Villa et al. (2001).

3.3.9 Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media * desviacion estandar (n = 3). Los datos fueron
analizados mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA), y las medias se
compararon mediante la prueba de Tukey, utilizando un nivel de significancia de p < 0.05
para detectaron diferencias significativas entre tratamientos. El analisis estadistico se realizd
utilizando el software RStudio®.
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3.4 Resultados y discusion

3.4.1 Caracterizacion bromatoldgica de la harina y concentrado proteico de la hoja
de M. oleifera

Los resultados obtenidos por Tranquilino-Rodriguez, et al (2025) (Tabla 10)para la hoja
deshidratada de Moringa oleifera confirman su elevada densidad nutrimental y justifican su
uso como ingrediente funcional. El contenido proteico determinado (29.38 + 1.00 %) se ubica
dentro del rango superior reportado para hojas de moringa, las cuales generalmente presentan
valores entre 23 y 30 % en base seca, dependiendo del estado fisiologico de la planta,
condiciones edafoclimaticas y método de secado (Makkar & Becker, 1996; Sanchez-
Machado et al., 2010; Gopalakrishnan et al., 2016). Este nivel de proteina es
considerablemente mayor al de la mayoria de vegetales de consumo habitual y explica el
interés creciente de la moringa como fuente alternativa de proteina vegetal.

El alto contenido de cenizas observado en la hoja (9.03 £ 0.05 %) refleja su riqueza
mineral, caracteristica ampliamente documentada para M. oleifera, particularmente en calcio,
potasio, hierro y magnesio (Fahey, 2005; Teixeira et al., 2014). Este valor se encuentra dentro
de los intervalos reportados para hojas secas de moringa (7-11 %), y esta estrechamente
asociado con la elevada fraccion de fibra insoluble, que favorece la retencion de minerales
en la matriz vegetal (Sanchez-Machado et al., 2010).

La fraccion fibrosa de la hoja mostré un predominio claro de fibra insoluble (32.06 + 1.88
%) frente a la soluble (5.92 + 0.89 %), patron que coincide con lo reportado para hojas de
moringa y otros vegetales foliares ricos en celulosa, hemicelulosas y lignina (Teixeira et al.,
2014; Gopalakrishnan et al., 2016). Esta proporcion explica el potencial fisiolégico de la hoja
completa en la modulacion del transito intestinal y en la reduccion de la absorcion de lipidos
y glucosa, efectos documentados en modelos animales y humanos (Mbikay, 2012). En
contraste, el concentrado proteico de moringa (CPMO) presenté una modificacion sustancial
de la composicion bromatoldgica, resultado directo del proceso de extraccién asistida por
ultrasonido y precipitacion alcalina. El contenido de proteina se incrementdé de manera
notable hasta 53.97 = 1.43 %, lo que representa un enriquecimiento proteico cercano al 84 %
respecto a la hoja original. Valores similares han sido reportados en concentrados proteicos
de moringa obtenidos por métodos acuosos y alcalinos, con contenidos que oscilan entre 50
y 65 % de proteina, dependiendo de las condiciones de extraccién y del pH de precipitacion
(Makkar & Becker, 1996; Sanchez-Machado et al., 2010).

La reduccion significativa del contenido de cenizas en el CPMO (2.07 £ 0.041 %)
confirma la eliminacion de una fraccion importante de minerales solubles durante el proceso
de extraccion, fenomeno ampliamente descrito en la obtencion de concentrados proteicos
vegetales (Sanchez-Machado et al., 2010). De manera paralela, la disminucion de
carbohidratos (5.43 = 0.56 %) indica la remocion de polisacaridos no estructurales y
compuestos solubles, contribuyendo a una mayor pureza proteica del concentrado. Un
aspecto relevante del CPMO es el incremento marcado del contenido de lipidos (15.35 £ 0.15
%), en comparacion con la hoja completa. Este comportamiento ha sido observado
previamente en concentrados proteicos de moringa y se asocia a la coextraccion de fracciones

48



lipidicas ligadas a proteinas de membrana y complejos lipoproteicos, especialmente cuando
se emplean métodos fisicos intensivos como ultrasonido (Makkar & Becker, 1996; Teixeira
et al., 2014). Aunque este aumento puede influir en la estabilidad oxidativa del ingrediente,
también puede aportar compuestos liposolubles bioactivos, como tocoferoles y carotenoides.

La fraccion de fibra dietética se redujo de manera considerable en el CPMO,
particularmente la fibra soluble (0.71 + 0.07 %) y la insoluble (17.38 + 0.99 %), resultado
esperable dada la separacién de la matriz estructural de la hoja durante la extraccion. Esta
disminucion favorece la biodisponibilidad proteica y hace del CPMO un ingrediente mas
adecuado para fortificacion de alimentos, al minimizar efectos tecnoldgicos adversos
asociados a altos contenidos de fibra, como interferencias en la textura o la digestibilidad
(Serna-Saldivar, 2015).

Tabla 10. Analisis bromatoldgico de la harina de hoja de M. oleifera (HMO)
y concentrado proteico de M. oleifera (CPMO)

Parédmetro HMO CPMO
Ceniza 9.03 £ 0.05° 2.07 +£0.041°
Proteinas 29.38 +1.00° 53.97 + 1.43?
Lipidos 5.46 +0.38° 15.35 + 0.152
Fibra soluble 5.92 +0.89° 0.71+0.07°
Fibra insoluble 32.06 £ 1.88? 17.38 +0.99°
Carbohidratos 10.44 + 0.622 5.43 + 0.56°

HMO: Harina de Moringa oleifera. CPMO: Concentrado proteico de Moringa oleifera.
Valor medio calculado a partir de tres réplicas + desviacion estandar. Valores con letras
distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05).

La comparacion entre hoja de M. oleifera y CPMO evidencia que el proceso de
concentracion proteica no solo incrementa de forma sustancial el contenido de proteina, sino
que redefine el perfil nutricional del ingrediente, orientandolo hacia aplicaciones especificas
de enriguecimiento proteico. Este comportamiento respalda la estrategia empleada en el
desarrollo de tortillas funcionales, donde la hoja aporta fibra y compuestos bioactivos,
mientras que el concentrado proteico permite corregir de manera mas eficiente la limitacion
aminoacidica del maiz.
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3.4.2 Perfil de aminoacidos de la harina y concentrado proteico de la hoja de M.
oleifera

El andlisis del perfil de aminoécidos de la harina de hoja de Moringa oleifera (HMO)
reportado por Tranquilino-Rodriguez, et al (2025) confirma su valor como fuente vegetal con
un contenido elevado y relativamente equilibrado de aminoacidos esenciales y no esenciales.
El contenido total de aminoacidos en la HMO fue de 25.85 g/100 g de muestra, destacando
concentraciones relevantes de lisina (2.64 g/100 g), arginina (1.83 ¢/100 g), valina (1.65
0/100 g), treonina (1.40 g/100 g) e isoleucina (1.30 g/100 g). Este perfil coincide con reportes
previos que describen a la proteina de moringa como una de las fuentes vegetales con mayor
aporte de aminoacidos esenciales, particularmente lisina, lo que la diferencia de cereales
como el maiz y el trigo, donde este aminoacido es limitante (Makkar & Becker, 1996;
Gopalakrishnan et al., 2016).

La obtencion del concentrado proteico de moringa (CPMO) permitio una concentracion
marcada de amino&cidos, duplicando el contenido total hasta 50.37 g/100 g. Este incremento
se reflejo de manera consistente en practicamente todos los aminoacidos analizados, con
aumentos notables en lisina (4.78 g/100 g), leucina (5.59 g/100 g), valina (2.88 g/100 g),
isoleucina (2.45 g/100 g), fenilalanina (2.57 g/100 g) y arginina (3.19 g/100 g). La leucina,
aminoacido clave para la sintesis proteica y la regulacion del metabolismo muscular, mostro
uno de los incrementos mas pronunciados tras el proceso de concentracion, lo que resulta
relevante desde una perspectiva de calidad y funcionalidad proteica (FAO/WHO, 2007).

Un aspecto particularmente relevante es el comportamiento del triptéfano, cuyo contenido
paso de 0.30 g/100 g en la HMO a 1.95 g/100 g en el CPMO. Dado que el triptéfano es uno
de los aminoacidos méas deficientes en el maiz y uno de los mas sensibles a los procesos
térmicos, su elevada concentracién en el CPMO refuerza el potencial de este ingrediente
como corrector del perfil aminoacidico de productos a base de cereales (Bressani, 1990;
Serna-Saldivar, 2015). En contraste, la metionina mostré valores similares entre HMO vy
CPMO (0.66 y 0.61 ¢g/100 g, respectivamente), lo que concuerda con lo descrito para
proteinas vegetales foliares, donde los aminoacidos azufrados suelen mantenerse en
concentraciones moderadas.

Desde el punto de vista de su aplicacion en tortillas de maiz, el perfil aminoacidico
observado en la HMO y, de manera méas acentuada, en el CPMO explica los incrementos
registrados en lisina, triptéfano, treonina y aminoacidos de cadena ramificada en las
formulaciones fortificadas. La complementariedad entre la proteina del maiz, rica en acido
glutdmico y prolina pero deficiente en lisina y triptéfano, y la proteina de moringa, con un
perfil mas balanceado, permite mejorar la calidad global de la proteina dietaria sin recurrir a
fuentes de origen animal (Young & Pellett, 1994). En este contexto, los resultados obtenidos
respaldan el uso de la moringa no solo como un ingrediente con alto contenido proteico, sino
como un componente funcional capaz de potenciar de manera especifica la calidad
aminoacidica de las tortillas de maiz, manteniendo una formulacion basada en materias
primas vegetales de origen local.
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Tabla 11. Perfil de aminoacidos de HMO y CMPO

(g AA/100gde
Aminoacidos (AA) muestra)
HMO CPMO

Arginina 1.83 3.19
Histidina 0.47 0.81
Treonina 14 2.13
Valina 1.65 2.88
Metionina 0.66 0.61
Tript6fano 0.3 1.95
Fenilalanina 1.34 2.57
Isoleucina 1.3 2.45
Leucina 0.27 5.59
Lisina 2.64 4.78
Acido aspartico 2.91 5.07
Acido glutamico 5.92 6.87
Serina 1.06 1.68
Glicina 1.31 2.21
Alanina 1.53 3.22

Tirosina 0.69 1.8
Cistina 0.02 0.06

Prolina 0.55 2.5
Total 25.85 50.37

3.4.3 Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de la harina y concentrado
proteico hoja de Moringa oleifera

La hoja deshidratada de Moringa oleifera mostr6 una concentracion elevada de
compuestos fendlicos totales (1213.46 + 2.7 mgEAG/100 g), confirmando su alta densidad
antioxidante y su potencial como ingrediente funcional. Este valor se sita en el rango
superior de los reportes disponibles para hojas de moringa, donde se han documentado
concentraciones entre 800 y 1500 mgEAG/100 g en base seca, dependiendo del origen
geografico, método de secado y solvente de extraccion (Sanchez-Machado et al., 2010;
Gopalakrishnan et al., 2016). La elevada proporciéon de flavonoides totales observada (767.43
+ 1.8 mgEQ/100 g) respalda que una fraccion importante de estos fenoles corresponde a
flavonoles, principalmente quercetina y kaempferol, compuestos ampliamente descritos
como responsables de la actividad antioxidante de la moringa (Fahey, 2005; Mbikay, 2012).

En contraste, el concentrado proteico de moringa presenté una disminucion moderada
pero significativa en el contenido de fenoles totales (1020.20 + 3.0 mgEAG/100 g) vy
flavonoides (645.54 + 0.9 mgEQ/100 g) respecto a la hoja completa. Esta reduccion es
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consistente con la literatura, ya que durante los procesos de extraccion acuosay precipitacion
alcalina una fraccion de los compuestos fenolicos solubles puede perderse en el sobrenadante
o0 degradarse parcialmente por efecto del pH y la cavitacion inducida por ultrasonido (Makkar
& Becker, 1996; Teixeira et al., 2014). No obstante, la retencién de mas del 80 % de los
fenoles totales originales indica que una proporcion considerable de estos compuestos
permanece asociada a la fraccion proteica, posiblemente mediante interacciones no
covalentes entre polifenoles y proteinas, fendbmeno previamente descrito en matrices
vegetales ricas en flavonoides (Rawel et al., 2001). El contenido de antocianinas en la hoja
de moringa fue bajo (3.53 £ 0.8 mgeC3G/100 g) y no se detecté en el CPMO, lo cual
concuerda con lo reportado para M. oleifera, una especie que no se considera fuente relevante
de antocianinas. La presencia de valores traza en la hoja puede atribuirse a interferencias
espectrofotométricas o a la presencia de otros compuestos fenolicos con comportamiento
similar en el método de cuantificacion, como ha sido sefialado en estudios previos (Sanchez-
Machado et al., 2010; Gopalakrishnan et al., 2016). La ausencia de antocianinas en el CPMO
confirma que estos pigmentos no contribuyen de manera significativa al perfil antioxidante
del concentrado.

La capacidad antioxidante determinada mediante los ensayos DPPHe y ABTS<" mostrd
una relacion inversa clara con el contenido de compuestos fendlicos. La hoja de moringa
presentd valores de ICso de 160.29 + 2.2 ug/mL para DPPHe y 42.78 + 4.8 pg/mL para
ABTS+*, lo que evidencia una elevada capacidad de neutralizacion de radicales libres. Estos
valores son comparables a los reportados para extractos de hoja de moringa obtenidos con
solventes hidroalcohdlicos, donde se han documentado ICso de DPPHe entre 100 y 200
png/mL y de ABTSe* entre 30 y 60 pg/mL (Mbikay, 2012; Teixeira et al., 2014).

En el CPMO, los valores de ICso aumentaron ligeramente (190.05 £ 2.1 pg/mL para
DPPHey 53.67 £ 2.6 ng/mL para ABTSe"), reflejando una reduccion moderada en la potencia
antioxidante, coherente con la disminucion observada en el contenido fendlico. Sin embargo,
la conservacion de una actividad antioxidante elevada sugiere que los compuestos fenolicos
remanentes mantienen una alta reactividad frente a radicales libres, particularmente en el
sistema ABTSe*, mas sensible a fenoles hidrosolubles y complejos fendlico-proteicos (Zilié
et al., 2012). Este comportamiento ha sido descrito previamente en concentrados proteicos
vegetales, donde la actividad antioxidante no depende exclusivamente de la concentracion
total de fenoles, sino también de su estructura quimica y de su interaccion con la matriz
proteica (Rawel et al., 2001). Aunque el proceso de concentracion proteica reduce
parcialmente el contenido total de compuestos fendlicos y flavonoides, el CPMO conserva
una fraccién antioxidante funcionalmente activa. Esta caracteristica resulta particularmente
relevante para su aplicacion en matrices alimentarias como la tortilla de maiz, donde el
CPMO puede aportar simultaneamente proteina de alta calidad y una capacidad antioxidante
significativa, complementando el perfil fendlico intrinseco del maiz y de otros ingredientes
funcionales empleados en la formulacion.

Tabla 12. Determinacion de éacidos fendlicos, flavonoides, antocianinas y
actividad antioxidante en HMO y CMPO
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Paradmetro HMO CPMO
Fenoles 121346 + 2.7 a 1020.20£3.0b
Flavonoides 767.43+18a 64554+ 09D
Antocianinas 3.53+0.8 ND
DPPH 1C50 160.29+2.2b 190.05+2.1a
ABTS IC50 42,718+ 4.8b 53.67+26a

Valor medio calculado a partir de tres réplicas + desviacion estandar. Valores con letras distintas
en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05). ND= No detectado. El contenido de
los compuestos fendlicos esta expresado en mg equivalentes de &cido galico en 100 g. El contenido
de flavonoides esta expresado en mg equivalentes de quercetina en 100 g. EI contenido de
antocianinas esta expresado en mg equivalentes de cianidina-3-glucésido en 100 g. La concentracién
media efectiva esta expresada en g de extracto mL.

3.4.4 Composicion bromatolégica de tortillas de maiz y tortillas fortificadas con
moringa

La composicion bromatolégica de las tortillas elaboradas a partir de maices criollos
evidenci6 diferencias claras en funcion del tipo de maiz y del ingrediente de fortificacion
empleado. En las tortillas control, el contenido de proteina oscil6 entre 7.96 £ 1.2 % en la
tortilla de maiz rojo (TMR) y 10.03 £ 0.15 % en la tortilla de maiz azul (TMA), valores que
se encuentran dentro de los rangos reportados para tortillas tradicionales elaboradas por
nixtamalizacion, tipicamente entre 7 y 10 % en base seca (Serna-Saldivar, 2015; Palacios-
Fonseca et al., 2009). La mayor concentracion proteica observada en TMA puede atribuirse
tanto al perfil intrinseco del maiz azul como a la retencion diferencial de proteinas de la
aleurona durante la nixtamalizacion, fendbmeno previamente documentado en variedades
pigmentadas (Mora-Rochin et al., 2010).

La adicion de harina de hoja de Moringa oleifera generd incrementos moderados pero
consistentes en el contenido proteico de las tortillas (TMAH, TMBH y TMRH), con valores
cercanos a 10-11 %. Este comportamiento concuerda con reportes donde la incorporacion de
hojas o polvos vegetales ricos en proteina produce aumentos limitados debido al efecto de
dilucién y a la presencia simultanea de fibra dietética, la cual restringe la proporcion proteica
total en el producto final (Sanchez-Marroquin et al., 2021; Olvera et al., 2016). En contraste,
la fortificacion con concentrado proteico de moringa (TMACP, TMBCP y TMRCP) permiti
un incremento méas marcado del contenido de proteina, alcanzando valores superiores al 12
%, lo que representa un aumento cercano al 25-35 % respecto a las tortillas control. Este
efecto confirma la mayor eficiencia del CPMO como ingrediente de enriquecimiento
proteico, coherente con su composicion previamente discutida y con lo reportado para
concentrados proteicos vegetales aplicados en matrices cerealistas (Makkar & Becker, 1996;
Teixeira et al., 2014).
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El contenido de cenizas mostré un aumento general en las tortillas fortificadas,
especialmente en aquellas adicionadas con harina de moringa (hasta 2.20 £ 0.6 % en TMRH),
reflejando el aporte mineral caracteristico de las hojas de M. oleifera, ricas en calcio, potasio
y hierro (Fahey, 2005). Aunqgue las tortillas con CPMO presentaron valores de ceniza
menores que las fortificadas con harina, estos se mantuvieron por encima de las tortillas
control, indicando que incluso tras la concentracion proteica persiste un aporte mineral
relevante.

En cuanto a los lipidos, las tortillas control presentaron valores bajos (2.09-2.66 %),
consistentes con lo reportado para tortillas tradicionales (Serna-Saldivar, 2015). La
incorporacion de CPMO increment6 ligeramente esta fraccion, particularmente en TMACP
y TMBCP, efecto atribuible a la coextraccion de lipidos asociada al concentrado proteico,
como se ha documentado en proteinas vegetales obtenidas por métodos alcalinos y fisicos
intensivos (Teixeira et al., 2014). No obstante, los valores permanecen dentro de rangos
considerados tecnologicos y nutricionalmente aceptables para productos de consumo
habitual.

La fraccion de fibra dietética mostrd un patron diferencial claramente influenciado por el
tipo de fortificante. Las tortillas control presentaron un predominio de fibra insoluble (=7.0—
7.4 %), acorde con la matriz estructural del maiz nixtamalizado (Salinas-Moreno et al., 2013).
La adicién de harina de moringa provocé un incremento notable tanto en fibra soluble como
insoluble, destacando particularmente TMRH, que alcanzé 2.21 + 0.6 % de fibra soluble y
8.7 £ 0.7 % de fibra insoluble. Este comportamiento es consistente con la elevada fraccion
fibrosa de la hoja de moringa y con estudios que reportan mejoras significativas en el
contenido total de fibra al incorporar hojas deshidratadas en productos cerealistas (Mbikay,
2012; Sanchez-Marroquin et al., 2021). En contraste, las tortillas con CPMO mostraron
incrementos mas moderados en fibra, lo que refuerza la diferencia funcional entre ambos
ingredientes: la harina de moringa como fuente de fibra dietética y el CPMO como fuente
concentrada de proteina.

El contenido de carbohidratos totales disminuy6 progresivamente en funcion del nivel de
fortificacion, con los valores mas bajos observados en las tortillas con CPMO (=72-73 %).
Esta reduccion es coherente con el incremento relativo de proteinas, lipidos y fibra, y
coincide con reportes donde la sustitucion parcial de harina de maiz por ingredientes
proteicos o fibrosos reduce la fraccion de almidén disponible (Serna-Saldivar, 2015; Gogoi
etal., 2023).

Tabla 13. Analisis bromatoldgico de tortillas de maiz, tortillas adicionadas
con harina y concentrado proteico de M. oleifera

Param TMA T™MB TMR TMA T™B TMR
etro TMA T™B TMR H H H cP cP cP
Ceniza 154 1.35 1.56 2.09 1.82 22+ 1.87 1.87 1.88
+0.02¢ +0.10°¢ +0.24 +0.032 +0.07°¢ 0.6° +0.22° +0.22° +04°
Protei 10.03 9.69 7.96 10.92 10.03 9.54 12.55 12.06 12.31
na +0.15¢ +0.10°F +1.29 +0.02¢ +0.15¢ +1.1° +0.122 +0.17°¢ +0.6°
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Lipido 2.66 26+ 2.09 2.77 3.79 22+ 2.98 3.03 2.77

5 +0.15¢ 0.06 ¢ +0.39 +0.15¢ +0.40° 04f +0.09° +£0.20° £0.2°¢
Fibra 1.05 10+ 1.04 19+ 19+ 221 19+ 1.78 21+
soluble +0.047 0.49 +03f 02°¢ 04°¢ +062 01°¢ +0.249 0.4%
Fibra 7.06 6.99 7.39 8.21 8.01 8.7+ 8.24 8.25 851
insoluble +0.3f +0.29 +05¢ £12¢ +£0.1¢ 072 +03° +05°¢ +0.8"
Carbo 77.66 78.3 79.9 74.11 74.45 75.1 72.46 73.01 72.43
hidratos +04° 7+03° 6+09° +0.12° +0.1f 5+0.4¢ +£0.3h +0.53¢ +0.65"

TMA: Tortilla de maiz azul. TMB: Tortilla de maiz blanco. TMR: Tortilla de maiz rojo. TMAH:
Tortilla de maiz azul con HMO. TMBH: Tortilla de maiz blanco con HMO. TMRH: Tortilla de maiz
rojo con HMO. TMACP: Tortilla de maiz azul con CPMO. TMBCP: Tortilla de maiz blanco con
CPMO. TMRCP: Tortilla de maiz rojo con CPMO. Valor medio calculado a partir de tres réplicas +
desviacion estandar. Valores con letras distintas en la misma columna indican diferencias
significativas (p<0.05).

Desde una perspectiva de funcionalidad nutricional, las tortillas de maiz azul control
(TMA) y aquellas fortificadas con CPMO (TMACP) destacan por su mayor densidad
proteica dentro del conjunto de productos evaluados, mientras que las tortillas elaboradas con
maiz rojo y harina de moringa (TMR y TMRH) concentran las fracciones mas elevadas de
fibra dietética total. Esta diferenciacion composicional sugiere perfiles nutricionales
contrastantes, con aplicaciones potenciales especificas dentro de estrategias de mejora de la
calidad proteica o de incremento del consumo de fibra dietética en la dieta habitual,
manteniendo como base un alimento de consumo tradicional.

3.4.5 Perfil de aminoacidos de las tortillas de maiz y tortillas adicionadas con moringa

El anélisis del perfil de aminoéacidos de las tortillas control elaboradas a partir de maiz
criollo (TMA, TMB y TMR) confirma el patron caracteristico de las proteinas del maiz, en
el cual los aminoécidos no esenciales como &cido glutdmico/glutamina, alanina y prolina
predominan cuantitativamente, mientras que aminoacidos esenciales como lisina y triptéfano
se encuentran en concentraciones relativamente bajas. En las tortillas control, la lisina oscil6
entre 0.215y 0.234 g/100 g de muestra, y el triptéfano entre 0.046 y 0.057 g/100 g, valores
consistentes con lo reportado para productos nixtamalizados derivados de maiz convencional
y criollo, donde estos aminoacidos son considerados limitantes primarios de la calidad
proteica (Bressani, 1990; Serna-Saldivar, 2015).

La adicion de harina de hoja de Moringa oleifera (TMAH, TMBH y TMRH) produjo un
incremento sistematico en la mayoria de los aminoacidos esenciales, destacando aumentos
en lisina, treonina, valina, isoleucina y leucina respecto a las tortillas control. En particular,
la lisina aumento hasta valores de 0.288-0.293 g/100 g, lo que representa un incremento
aproximado del 20-35 % dependiendo de la variedad de maiz empleada. De manera similar,
el triptéfano mostro incrementos consistentes, alcanzando valores de hasta 0.077 g/100 g en
TMRH, lo cual resulta relevante considerando su papel limitante en proteinas de cereales
(FAO/WHO, 2007). Estos cambios reflejan la contribucion del perfil aminoacidico mas
equilibrado de la proteina de moringa, previamente documentado como rico en aminoacidos
esenciales, particularmente lisina y treonina (Gopalakrishnan et al., 2016).
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El efecto mas marcado se observo en las tortillas adicionadas con concentrado proteico de
moringa (TMACP, TMBCP y TMRCP), donde el contenido total de aminoacidos se
incremento hasta valores cercanos a 9.7-9.9 g/100 g, en comparacion con 7.6—7.8 g/100 g en
las tortillas control. En estos tratamientos, la lisina alcanzd concentraciones de 0.356—0.358
0/100 g, mientras que el triptofano se situd entre 0.088 y 0.097 ¢g/100 g, practicamente
duplicando los valores observados en las tortillas sin fortificacion. Asimismo, se observaron
incrementos relevantes en leucina (=1.09-1.13 g/100 g), isoleucina y valina, aminoacidos
clave para la sintesis proteica y el mantenimiento de la masa corporal, particularmente en
etapas de crecimiento (FAO, 2013).

El enriquecimiento proteico también se reflejo en aminoacidos como histidina y arginina,
los cuales mostraron incrementos progresivos desde las tortillas control hacia las
formulaciones con harina y, especialmente, con concentrado proteico de moringa. La
histidina, considerada esencial en etapas de crecimiento, alcanzé valores de hasta 0.231 g/100
g en TMACP, mientras que la arginina super6 los 0.44 g/100 g en los mismos tratamientos,
lo que puede contribuir a un perfil funcional mas completo de la proteina dietaria (Young &
Pellett, 1994).

Tabla 14. Perfil de aminoacidos de tortillas de maiz, tortillas de maiz con
harina y concentrado de la hoja de M. oleifera

FAO
&
Aminoécido ™ ™ ™ TMA TMB TMR TMAC TMBC TMRC I1AE
A B R H H H p p P A
(2024
)
Acido

aspartico + 63 601 629 66.7 66.9 67.1 69.4 71.7 71.7 -
Asparagina

Acido

glutamico + 200 205 208 4909 5061 2012 1864 1869 191 ;
: 8 2 4

Glutamina

Serina 51 483 489 505 487 485 481 482 49 -

Histidina 242 245 211 232 23.9 23.7 23.4 215 22.6 15
Glicina 376 373 376 383 37.9 37.5 39.9 40.7 40.3
Treonina 363 341 35 38.6 36.7 37.1 38.1 38.6 39.4 23
Arginina 428 40 385 456 42 41.5 45.1 43.1 44.7 -
Alanina 759 732 735 735 71.9 711 69.9 69.8 71.4 -

Tirosina 186 16,7 181 21.2 17.7 18 20.1 20.4 19.4 -
Cistina 89 105 114 9.1 10 10.9 8.5 9.5 11 -
Valina 472 46.7 493 484 49.7 49.7 49.1 50.8 50.5 30
Metionina 205 159 161 222 14.8 15.1 21 14.1 14.4 22
Triptéfano 6.8 6 7.3 8.4 7.1 8.9 9.8 9.1 94 6
Fenilalanina 504 481 465 513 49.6 49.2 51 51.3 51.4 38
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Isoleucina 332 335 326 354 35.1 34.7 36.7 37.1 37.4 30

Leucina 1314' 120 1210' 119.4 1167 1156 1137 1128 1153 59
Lisina 298 295 275 329 326 338  36.3 36.9 36.3 45
H'drclf:;'pro" 616 689 59.7 586 535 583 58 64.5 49.1 ;

Prolina 60.9 816 856 576 79.2 78 75.3 73.1 75.8 -

TMA: Tortilla de maiz azul. TMB: Tortilla de maiz blanco. TMR: Tortilla de maiz rojo. TMAH:
Tortilla de maiz azul con harina de moringa. TMBH: Tortilla de maiz blanco con harina de moringa.
TMRH: Tortilla de maiz rojo con harina de moringa. TMACP: Tortilla de maiz azul con concentrado
proteico de moringa. TMBCP: Tortilla de maiz blanco con concentrado proteico de moringa.
TMRCP: Tortilla de maiz rojo con concentrado proteico de moringa.

Estos resultados evidencian que la incorporacion de M. oleifera, y de manera mas
pronunciada su concentrado proteico, permite corregir parcialmente las deficiencias
aminoacidicas inherentes al maiz, particularmente en lisina y triptéfano, sin alterar de forma
desfavorable el balance global de aminoacidos. Este comportamiento confirma la
complementariedad nutricional cereal-fuente vegetal foliar y respalda el uso de estas
formulaciones como matrices con potencial mejorado de calidad proteica frente a las tortillas
tradicionales, en concordancia con lo reportado para estrategias de fortificacion proteica
basadas en leguminosas y hojas comestibles (Bressani, 1990; Serna-Saldivar, 2015;
Gopalakrishnan et al., 2016).

3.4.6 Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de tortillas de maiz y tortillas de
maiz fortificadas con moringa

El contenido de fenoles totales en las tortillas control elaboradas exclusivamente con maiz
criollo mostré valores relativamente homogéneos, con concentraciones de 41.75 + 8.9
mgEAG/100 g en la tortilla de maiz azul (TMA), 33.86 + 1.3 mgEAG/100 g en la blanca
(TMB) y 39.39 + 6.9 mgEAG/100 g en la roja (TMR). Estos valores se encuentran dentro
del rango reportado para tortillas tradicionales elaboradas a partir de maices criollos
nixtamalizados, donde se han documentado concentraciones de fenoles totales entre 20 y 60
mgEAG/100 g, dependiendo de la variedad y de las condiciones del proceso alcalino (Mora-
Rochin et al., 2010; Salinas-Moreno et al., 2013). La ligera superioridad observada en TMA
y TMR concuerda con la presencia residual de compuestos fendlicos asociados al pericarpio
y a la capa de aleurona en maices pigmentados.

La adicion de harina de hoja de Moringa oleifera generd un incremento sustancial del
contenido fendlico en todas las variedades, destacando TMAH (100.40 + 1.95 mgeEAG/100
g) Yy TMRH (84.31 + 9.02 mgEAG/100 g). Este aumento es coherente con la elevada
concentracion de polifenoles previamente observada en la hoja de moringa y confirma que
una fraccion relevante de estos compuestos resiste el proceso de coccion de la tortilla.
Resultados similares han sido reportados en tortillas enriquecidas con ingredientes vegetales
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ricos en polifenoles, donde se observan incrementos de dos a tres veces en el contenido
fendlico total respecto al control (Snchez-Marroquin et al., 2021; NUfiez-Sanchez et al.,
2020).

Las tortillas fortificadas con concentrado proteico de moringa (TMACP, TMBCP y
TMRCP) presentaron los valores mas elevados de fenoles totales, alcanzando hasta 109.90 +
0.95 mgeAG/100 g en TMACP. Este comportamiento resulta particularmente relevante, ya
que evidencia que el CPMO, ademéas de su aporte proteico, conserva una fraccion
considerable de compuestos fenolicos, probablemente asociados a proteinas y complejos
fendlico-proteicos menos susceptibles a pérdidas durante el procesamiento térmico, como ha
sido descrito para matrices vegetales concentradas (Teixeira et al., 2014; Gopalakrishnan et
al., 2016).

El perfil de flavonoides totales siguié una tendencia paralela a la de los fenoles. Las
tortillas control presentaron valores relativamente bajos (11.0-15.02 mgEQ/100 g),
consistentes con lo reportado para tortillas nixtamalizadas tradicionales (Serna-Saldivar,
2015). En contraste, las tortillas con harina de moringa mostraron incrementos notables,
particularmente TMAH (48.79 £ 1.7 mgEQ/100 g), mientras que las tortillas con CPMO
alcanzaron las concentraciones mas elevadas, con valores superiores a 50 mgEQ/100 g en
TMACP. Estos resultados reflejan la alta proporcién de flavonoles presentes en la moringa,
principalmente quercetina y kaempferol, los cuales han sido ampliamente documentados
como los principales contribuyentes a su capacidad antioxidante (Fahey, 2005; Sanchez-
Machado et al., 2010).

En cuanto a las antocianinas, las tortillas elaboradas con maiz azul y rojo mostraron
concentraciones elevadas en el control, con valores de 161.87 £ 4.7 mgeC3G/100 g en TMA
y 149.99 + 2.2 mgEC3G/100 g en TMR, confirmando que una fraccion significativa de estos
pigmentos resiste el proceso de nixtamalizacion y coccion. Estos valores se sitian dentro de
los rangos altos reportados para tortillas de maiz pigmentado (100-200 mgEC3G/100 g),
dependiendo de la raza y del método de cuantificacion (Salinas-Moreno et al., 2019;
Santiago-Ramos et al., 2018). La ausencia de antocianinas en las tortillas de maiz blanco es
consistente con lo ampliamente descrito para variedades no pigmentadas. La adicion de
harina de moringa no modificé sustancialmente el contenido de antocianinas en las tortillas
pigmentadas, lo que era esperable dado que M. oleifera no constituye una fuente relevante
de estos compuestos. Por el contrario, las tortillas fortificadas con CPMO mostraron una
ligera reduccidn en el contenido de antocianinas, especialmente en TMRCP (102.84 + 0.8
mgEC3G/100 g), efecto atribuible principalmente a un fendmeno de dilucién de la fraccion
de maiz pigmentado méas que a una degradaciéon directa, como se ha observado en
formulaciones con sustituciones parciales de harina (Santiago-Ramos et al., 2018).

La capacidad antioxidante evaluada mediante los ensayos DPPHe y ABTS<" mostr6 una
relacién inversa clara con el contenido de compuestos fendlicos. Las tortillas control
presentaron los valores mas elevados de ICso, particularmente en DPPHe (=820-875 pug/mL),
indicando una menor capacidad de neutralizacién de radicales. Estos valores concuerdan con
lo reportado para tortillas tradicionales, donde la pérdida de polifenoles durante la
nixtamalizacion limita la actividad antioxidante (Mora-Rochin et al., 2010; Zili¢ et al., 2012).
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La fortificacion con harina de moringa redujo de manera significativa los valores de ICso
en ambos ensayos, destacando TMAH y TMRH, mientras que las tortillas con CPMO
presentaron las mayores mejoras antioxidantes, con valores de DPPHe ICso tan bajos como
391.60 £ 9.1 pg/mL en TMACP y de ABTSe" ICso de 298.09 + 2.6 ug/mL. Este
comportamiento confirma la elevada eficacia antioxidante de los polifenoles de moringa,
particularmente aquellos con alta reactividad frente a radicales hidrofilicos y lipofilicos,
como ha sido ampliamente documentado en estudios in vitro (Gopalakrishnan et al., 2016;
Mbikay, 2012). La tortilla de maiz azul control (TMA) conserva un contenido elevado de
antocianinas, mientras que la fortificacion con CPMO (TMACP) permite potenciar de
manera significativa el contenido de fenoles totales y flavonoides, asi como la capacidad
antioxidante global. De forma complementaria, la tortilla de maiz rojo con harina de moringa
(TMRH) combina una fraccion relevante de antocianinas con un incremento marcado en fibra
dietética y compuestos fendlicos, configurando perfiles antioxidantes diferenciados que
podrian resultar relevantes en estrategias nutricionales orientadas a la modulacion del estrés
oxidativo.

Tabla 15. Determinacion de &cidos fenolicos, flavonoides, antocianinas y
actividad antioxidante en tortillas de maiz, tortillas de maiz con harina y
concentrado de la hoja de M. oleifera.

TMR TMAC TMBC TMRC

Parametro TMA TMB TMR TMAH  TMBH H P P P
Fenoles 4175+ 3386 3939+ 10040+ 7380+ 8431+ 109.90 9401+ 102.02
8.9¢ 13f 6.9 ¢ 1.95b 2.92°¢ 9.02¢ +0.958 440° +2.20°
Flavonoid 15.02+ 11.0% 1252+ 4879+ 2964+ 3565+ 5050+ 4168+ 4544+
es 1.2F 1.7h 139 1.7° 3.7 1.8¢ 242 28° 50°¢
Antociani  161.87 149.99 154.50 + 148.02  142.01 102.84
nas +4.7% ND +22° 20° ND +05¢ +0.9¢ ND +0.8°¢
DPPH 820.61 87474+ 82232  479.76+ 531.78  484.19 391.60 47944+ 42821
1C50 +52° 092 +104° 109¢ +23° +559 +9.1¢9 5.7¢ +4.47
ABTS 645.16 70474+  651.05 351.12+ 395.84 370.48  298.09 398.15+ 315.15
1C50 +3.1° 488 +28P 229 +1.7F +479 £26] 344 +4.1"

TMA: Tortilla de maiz azul. TMB: Tortilla de maiz blanco. TMR: Tortilla de maiz rojo. TMAH:
Tortilla de maiz azul con harina de moringa. TMBH: Tortilla de maiz blanco con harina de moringa.
TMRH: Tortilla de maiz rojo con harina de moringa. TMACP: Tortilla de maiz azul con concentrado
proteico de moringa. TMBCP: Tortilla de maiz blanco con concentrado proteico de moringa.
TMRCP: Tortilla de maiz rojo con concentrado proteico de moringa. Valor medio calculado a partir
de tres réplicas + desviacion estandar. Valores con letras distintas en la misma columna indican
diferencias significativas (p<0.05). ND= No detectado. El contenido de los compuestos fendlicos esta
expresado en mg equivalentes de acido galico en 100 g. El contenido de flavonoides esta expresado
en mg equivalentes de quercetina en 100 g. EIl contenido de antocianinas esta expresado en mg
equivalentes de cianidina-3-glucésido en 100 g. La concentracién media efectiva esta expresada en
pg/mL.
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3.4.7 Propiedades reologicas de las tortillas

Las propiedades reoldgicas evaluadas permiten estimar el comportamiento tecnoldgico de
las tortillas durante la coccidn y el manejo posterior, aspectos directamente relacionados con
la estructura del almiddn, la retencion de humedad y la interaccion con fracciones proteicas
y fibrosas. En términos generales, las tortillas control (TMA, TMB y TMR) presentaron un
comportamiento adecuado, con grado de inflado cercano a 1, rolabilidad sin ruptura y
pérdidas de peso durante la coccion inferiores al 5.3 %, valores que se consideran 0ptimos
para tortillas elaboradas a partir de maiz nixtamalizado tradicional (Ardmbula-Villa et al.,
2001; Cuevas-Martinez et al., 2010).

La adicion de harina de hoja de Moringa oleifera mostré efectos moderados sobre las
propiedades mecanicas. Aunque el grado de inflado se mantuvo estable en la mayoria de las
formulaciones, la tortilla de maiz rojo con harina de moringa (TMRHM) present6 un
incremento en el indice de rolabilidad (2 £+ 1.0), lo que sugiere una mayor susceptibilidad a
la ruptura. Este comportamiento es consistente con la elevada fraccion de fibra insoluble
previamente observada en estas formulaciones, la cual puede interferir con la continuidad de
la red de almidon gelatinizado y reducir la elasticidad de la masa (Serna-Saldivar, 2015;
Gbmez-Aldapa et al., 2016). De manera paralela, se observé un aumento en los valores de
tension en las tortillas con harina de moringa, particularmente en TMRHM, lo que indica una
mayor rigidez estructural asociada al reforzamiento de la matriz por fibras vegetales.

En contraste, las tortillas fortificadas con concentrado proteico de moringa (TMACP,
TMBCP y TMRCP) mantuvieron indices de inflado y rolabilidad comparables a los
controles, lo que sugiere una mejor integracion del CPMO en la matriz de la masa. Este
comportamiento puede atribuirse a la menor proporcion de fibra y a la mayor interaccion
proteina—almiddn, que favorece la cohesion y extensibilidad del sistema durante la coccion
(Teixeira et al., 2014; Palacios-Fonseca et al., 2009). No obstante, se registro un ligero
incremento en la pérdida de peso durante la coccion en estas formulaciones (=5.5-5.7 %),
posiblemente relacionado con una menor capacidad de retencion de agua debido al reemplazo
parcial de almidon por proteina concentrada.
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Figura 9. Prueba de pérdida de peso tras la coccién , grado de inflado y
rolabilidad de tortilla.

Los pardmetros instrumentales de corte y tension reflejaron diferencias atribuibles tanto
al tipo de maiz como al ingrediente de fortificacion. Las tortillas elaboradas con maiz blanco
tendieron a presentar valores més altos de fuerza de corte, lo que coincide con reportes
previos que asocian este comportamiento con un mayor contenido relativo de almidon y una
estructura menos porosa tras la gelatinizacion (Arambula-Villa et al., 2001). En las tortillas
con harina de moringa se observo un incremento general de la resistencia a la tension,
mientras que en las formulaciones con CPMO los valores se mantuvieron mas cercanos a los
controles, indicando que la fortificacion proteica concentrada afecta en menor medida las
propiedades mecanicas criticas de la tortilla.

Figura 10. Prueba de tensiéon en tortilla

La incorporacion de moringa, ya sea como harina 0 como concentrado proteico, no
compromete de manera severa la calidad tecnolégica de las tortillas, aunque la forma del
ingrediente determina el tipo de modificacion reoldgica observada. Mientras la harina de
moringa tiende a incrementar rigidez y afectar la rolabilidad en formulaciones con mayor
carga fibrosa, el CPMO permite conservar propiedades mecanicas cercanas a las tortillas
tradicionales, manteniendo un equilibrio entre funcionalidad nutricional y desempefio
tecnoldgico.
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Tabla 16. Reologia de las tortillas de maiz

Pfgamet TMA TMB TMR  TMAH TMBH TMRH ;MAC ;MBC gMRC
Grado b b 1.67 £ b b 1.67 b b b

Inflado ~ L*0 1£0 osge  1%0 1£0 oega  1%0 1+0 1£0

Rolabilid 4, gc  140c  1+0c  1x0c 1:0c 2:10% 1:0c 1xoc 33
ad 0.58

Pérdida 5.17+ 523 4.83 527 % 55+ 527+ 5.67 % 547 % 57+
de peso 0.12¢ 0.46 ¢ 0.71¢ 0.06 © 0.20° 0.60 ¢ 0.212 0.21° 0.26 2
Corte (N) 2.56 324+ 1.80 + 255+ 316 318+ 290 233+ 221+
0.03¢ 0.29° 0.08" 0.21° 0.07° 0.20° 0.13°¢ 0.07f 0.03¢
Tension 241+ 274 238+ 301+ 284 382+ 294 221+ 273 %
(N) 0.02 ¢ 0.16 ¢ 0.01°¢ 0.18° 0.14°¢ 0.178 0.11°¢ 0.04f 0.03¢

TMA: Tortilla de maiz azul. TMB: Tortilla de maiz blanco. TMR: Tortilla de maiz rojo. TMAH:
Tortilla de maiz azul con harina de moringa. TMBH: Tortilla de maiz blanco con harina de moringa.
TMRH: Tortilla de maiz rojo con harina de moringa. TMACP: Tortilla de maiz azul con concentrado
proteico de moringa. TMBCP: Tortilla de maiz blanco con concentrado proteico de moringa.
TMRCP: Tortilla de maiz rojo con concentrado proteico de moringa. Valor medio calculado a partir
de tres réplicas + desviacion estandar. Valores con letras distintas en la misma columna indican
diferencias significativas (p<0.05).

3.5 Conclusiones capitulo 111

La incorporacién de Moringa oleifera a la formulacion de tortillas de maiz criollo permitié
mejorar de manera clara y diferenciada su perfil nutricional y funcional en comparacion con
las tortillas control. Las tortillas fortificadas con concentrado proteico de moringa
presentaron los mayores incrementos en el contenido de proteina, superando
consistentemente a las formulaciones tradicionales y a aquellas adicionadas con harina de
hoja, lo que confirma la eficiencia del concentrado como estrategia para corregir la limitacion
proteica inherente al maiz. Por su parte, la adicion de harina de hoja de moringa favorecié
principalmente el aumento del contenido de fibra dietética total, tanto soluble como
insoluble, sin comprometer de forma significativa la calidad tecnolégica de las tortillas. Este
comportamiento evidencia que la hoja completa aporta componentes estructurales capaces
de integrarse a la matriz del alimento, contribuyendo a un perfil nutricional mas balanceado
respecto a las tortillas control.

En términos de compuestos bioactivos, ambas formas de moringa incrementaron de
manera significativa el contenido de fenoles y flavonoides y mejoraron la capacidad
antioxidante de las tortillas, reflejada en la reduccion de los valores de ICso en los ensayos
DPPHe y ABTS-". Las tortillas fortificadas con concentrado proteico mostraron la mayor
actividad antioxidante global, mientras que las formulaciones con harina de moringa
mantuvieron un aporte relevante de antocianinas provenientes del maiz pigmentado.
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Los resultados obtenidos confirman que la combinacion de tortilla de maiz criollo con
moringa, ya sea en forma de harina o de concentrado proteico, constituye una estrategia
efectiva para desarrollar un alimento con mayor valor nutricional y potencial antioxidante
respecto a las tortillas tradicionales, estableciendo una base sélida para su evaluacion en
modelos bioldgicos orientados a calidad proteica y efectos metabélicos.
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Capitulo 1V: Evaluacion biologica en modelos de crecimiento y dieta hiperlipidica

4.1 Resumen

En este capitulo se evalud la calidad bioldgica de la proteina y los efectos metabdlicos del
consumo de tortillas de maiz criollo enriquecidas con Moringa oleifera mediante modelos
experimentales en ratas Wistar. El objetivo fue determinar si la mejora composicional
observada en las tortillas fortificadas se traduce en un mayor aprovechamiento proteico y en
efectos metabdlicos medibles bajo condiciones controladas. Se emplearon dietas isoproteicas
formuladas con tortillas control y tortillas enriquecidas con harina y concentrado proteico de
moringa, comparadas con una dieta de referencia basada en caseina. Se evaluaron parametros
de crecimiento, consumo de alimento, relacion de eficiencia proteica (PER) y digestibilidad
aparente durante un periodo experimental controlado. En una segunda etapa, se utiliz6 un
modelo de dieta hiperlipidica para analizar indicadores metabdlicos, incluyendo glucosa
sérica, triglicéridos, colesterol total, fracciones lipoproteicas, contenido lipidico hepatico y
excrecion fecal de lipidos. Los resultados mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos. Las dietas con tortillas enriquecidas presentaron mayores valores de PER y
digestibilidad aparente respecto a las tortillas elaboradas exclusivamente con maiz,
evidenciando un mejor aprovechamiento proteico. En el modelo hiperlipidico, las tortillas
enriquecidas contribuyeron a una reduccion en triglicéridos séricos y en la acumulacién de
lipidos hepaticos en comparacion con la dieta hiperlipidica control. Estos efectos se asociaron
al perfil aminoacidico mejorado y al mayor contenido de fibra y compuestos bioactivos
derivados de la incorporacion de moringa.

4.2 Introduccion

La calidad nutricional de una proteina no depende Unicamente de su contenido
cuantitativo, sino de su perfil de aminoécidos esenciales, su digestibilidad y su capacidad
para ser utilizada eficientemente por el organismo para promover el crecimiento, el
mantenimiento de los tejidos y el equilibrio metabdlico. En este contexto, los cereales
constituyen una fuente primaria de proteina para amplios sectores de la poblacion mundial;
sin embargo, presentan limitaciones bien documentadas en términos de calidad proteica,
particularmente por su bajo contenido de lisina y triptéfano, aminoécidos esenciales que
condicionan su aprovechamiento bioldgico (Bressani, 1990; FAO/WHO, 2007). Estas
limitaciones adquieren especial relevancia en poblaciones cuya dieta se basa de manera
predominante en productos derivados del maiz, como ocurre en diversas regiones de México.

La tortilla de maiz, alimento central en la dieta tradicional mexicana, representa una fuente
importante de energia, fibra dietética y micronutrientes; no obstante, su proteina mantiene
las deficiencias inherentes al grano de origen. En capitulos previos de este estudio se
demostro que la incorporacion de harina de hoja de Moringa oleifera y, de manera mas
pronunciada, de su concentrado proteico, mejora de forma significativa el contenido total de
proteina y corrige parcialmente el perfil de aminoacidos esenciales de las tortillas,
particularmente en lisina y triptofano, sin comprometer sus caracteristicas tecnoldgicas ni su
estabilidad antioxidante. Sin embargo, la demostracion de estas mejoras a nivel
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composicional no es suficiente para establecer su impacto nutricional real, por lo que resulta
indispensable evaluar la eficiencia con la que dicha proteina es digerida, absorbida y utilizada
por el organismo.

Los modelos animales en ratas Wistar en crecimiento constituyen una herramienta
ampliamente aceptada para la evaluacion bioldgica de la calidad proteica de alimentos e
ingredientes, ya que permiten integrar de manera funcional variables fisiologicas clave como
la ganancia de peso corporal, el consumo de alimento y el balance nitrogenado. Dentro de
estos modelos, la relacion de eficiencia proteica (PER) ha sido empleada histéricamente
como un indicador directo de la capacidad de una proteina dietaria para sostener el
crecimiento bajo condiciones controladas, expresando la ganancia de peso corporal por
unidad de proteina consumida (Reeves et al., 1993; FAO/WHO, 2007). Este indice resulta
particularmente Gtil para comparar fuentes proteicas de origen vegetal, donde diferencias en
el perfil aminoacidico pueden traducirse en variaciones significativas en la utilizacion
metabolica de la proteina, aun cuando el contenido total sea similar.

La digestibilidad aparente de la proteina constituye un parametro complementario
indispensable en la interpretacion del PER, ya que permite estimar la fraccion de proteina
efectivamente absorbida a nivel intestinal. En matrices alimentarias complejas, como las
tortillas de maiz fortificadas con ingredientes vegetales, la digestibilidad puede verse
modulada por la presencia de fibra dietética, compuestos fendlicos y la estructura fisico-
quimica de la proteina, factores que influyen tanto en la accion de las enzimas digestivas
como en la disponibilidad de aminoacidos esenciales (Serna-Saldivar, 2015). Por ello, la
evaluacion conjunta de PER vy digestibilidad proporciona una vision méas completa del valor
nutricional de la proteina, evitando interpretaciones parciales basadas exclusivamente en la
ganancia de peso 0 en la composicion quimica del alimento.

En el presente estudio, la evaluacidn bioldgica fue disefiada bajo un esquema nutricional
estrictamente controlado, en el cual las dietas experimentales fueron estandarizadas a un
mismo nivel proteico, permitiendo atribuir las diferencias observadas en PER y digestibilidad
exclusivamente a la calidad de la fuente proteica y no a variaciones en el aporte total de
proteina o energia. La comparacién entre una dieta de referencia basada en caseina, tortillas
de maiz azul sin fortificacion y tortillas adicionadas con concentrado proteico de M. oleifera
permite analizar de manera directa el impacto del enriquecimiento proteico vegetal sobre el
crecimiento y el aprovechamiento metabolico de la proteina dietaria, evitando sesgos
asociados a la formulacion de la dieta De esta manera, la evaluacion bioldgica desarrollada
en este capitulo establece un vinculo funcional entre los cambios composicionales
observados en las tortillas fortificadas y su respuesta fisiologica en un modelo de crecimiento,
proporcionando evidencia experimental sobre la capacidad de estas formulaciones para
mejorar la calidad proteica de un alimento basico de alto consumo.

Ademas de la calidad proteica, el impacto nutricional de un alimento reformulado debe
evaluarse considerando su influencia sobre procesos metabdlicos asociados al consumo
habitual de dietas hipercaldricas, particularmente aquellos relacionados con el metabolismo
de lipidos y carbohidratos. Se ha documentado ampliamente que la ingesta sostenida de dietas
con alto contenido de grasas saturadas y colesterol promueve alteraciones metabdlicas como
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, resistencia a la insulina y acumulacion de lipidos
en tejido hepatico, condiciones que constituyen factores de riesgo para el desarrollo de
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enfermedades crdnicas no transmisibles (Grundy, 2016; WHO, 2020). La evaluacion de
alimentos fortificados bajo este tipo de modelos permite determinar si los beneficios
observados a nivel composicional y nutricional se traducen en efectos fisiologicos medibles
en condiciones metabolicamente desafiantes.

Diversos estudios han sefialado que la fibra dietética y los compuestos fendlicos de origen
vegetal desempefian un papel relevante en la modulacion del metabolismo lipidico y
glucémico, mediante mecanismos que incluyen la disminucion de la absorcion intestinal de
lipidos, el aumento de la excrecion fecal de colesterol y acidos biliares, la atenuacion del
estrés oxidativo y la regulacion de rutas de sefalizacion metabdlica asociadas a la
homeostasis de la glucosa (Anderson et al., 2009; Del Rio et al., 2013). En particular, se ha
reportado que matrices alimentarias ricas en fibra y polifenoles pueden mejorar el perfil
lipoproteico plasmatico, reducir la acumulacién de grasa hepatica y contribuir a un mejor
control glucémico en modelos animales alimentados con dietas hiperlipidicas (Slavin, 2013;
Gonzélez-Abuin et al., 2015).

Las hojas de Moringa oleifera han sido ampliamente estudiadas por su contenido de fibra
dietética, flavonoides, acidos fendlicos y otros compuestos bioactivos con potencial
antioxidante y modulador del metabolismo. Evidencia experimental en modelos animales ha
mostrado que la suplementacion con moringa puede asociarse con reducciones en 10s niveles
de colesterol total, triglicéridos y glucosa en sangre, asi como con mejoras en marcadores de
estrés oxidativo y dafio hepético, particularmente bajo condiciones de dietas hipercaléricas o
hiperlipidicas (Mbikay, 2012; Vergara-Jiménez et al., 2017). No obstante, gran parte de estos
estudios han evaluado extractos o polvos de hoja de moringa de forma aislada, lo que limita
la extrapolacion de los resultados a matrices alimentarias complejas y de consumo habitual.

Es por esto que la tortilla de maiz fortificada con harina de hoja de M. oleifera representa
una matriz de especial interés, ya que integra un alimento basico de alto consumo con
componentes dietéticos capaces de influir en el metabolismo energético y lipidico. En
capitulos previos de este trabajo se demostro que la adicién de moringa incrementa de manera
significativa el contenido de fibra dietética y compuestos fendlicos de las tortillas,
manteniendo una composicion nutricional balanceada y propiedades tecnolégicas adecuadas.
Sin embargo, resulta fundamental evaluar si estas caracteristicas se traducen en efectos
metabolicos medibles cuando el alimento es incorporado dentro de una dieta hiperlipidica
formulada para inducir alteraciones metabdlicas.

Por ello, en una segunda etapa experimental, el presente estudio emplea un modelo
bioldgico de ratas Wistar alimentadas con dietas hipercaléricas e hiperlipidicas, formuladas
bajo un esquema nutricional estrictamente controlado que asegura un contenido equivalente
de proteina, energia y fibra dietética entre los diferentes grupos experimentales. La seleccién
de tortillas de maiz rojo (TMR) y tortillas de maiz rojo adicionadas con harina de hoja de
Moringa oleifera (TMRH) como matrices dietarias se fundamenta en los resultados
obtenidos en los capitulos previos, donde estas formulaciones destacaron por presentar los
mayores contenidos de fibra dietética y compuestos fendlicos totales en comparacion con las
tortillas elaboradas a partir de otras variedades de maiz y formulaciones evaluadas. Dado que
tanto la fibra dietética como los compuestos fendlicos han sido ampliamente asociados con
efectos hipolipemiantes, hipoglucemiantes y moduladores del metabolismo lipidico, su
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incorporacion dentro de una matriz alimentaria de consumo habitual representa un escenario
particularmente relevante para la evaluacion de respuestas metabdlicas.

Este disefio experimental permite evaluar de manera especifica el efecto de la sustitucion
parcial de la matriz dietaria por tortilas TMR y TMRH sobre parametros bioquimicos
relacionados con el metabolismo de lipidos y carbohidratos, incluyendo perfiles lipidicos
séricos, glucosa en sangre, acumulacion de lipidos a nivel hepético y excrecion fecal de
grasas, bajo condiciones de desafio metabdlico inducidas por una dieta hiperlipidica. De esta
manera, se busca determinar si las diferencias composicionales observadas en estas tortillas,
particularmente en términos de fibra y compuestos fenodlicos, se traducen en efectos
fisioldégicos medibles que contribuyan a atenuar las alteraciones metabdlicas asociadas al
consumo de dietas altas en grasa.

La integracion de indicadores como triglicéridos, colesterol total, fracciones lipoproteicas
(C-LDL y C-HDL), glucosa sérica, contenido lipidico hepatico y lipidos fecales proporciona
una evaluacion integral de la respuesta metabdlica al consumo de las tortillas experimentales.
De esta manera, el presente capitulo articula dos aproximaciones complementarias —Ila
evaluacion de la calidad proteica y el analisis de efectos metabolicos— que permiten valorar
de forma méas completa el impacto nutricional de la reformulacion de tortillas de maiz
mediante la incorporacion de Moringa oleifera, bajo condiciones que simulan escenarios
dietarios relevantes para la salud publica.

4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Consideraciones éticas y animales experimentales

El manejo y cuidado de los animales de experimentacion se realiz6 conforme a los
lineamientos establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 para el uso
y cuidado de animales de laboratorio. El protocolo experimental fue evaluado y aprobado
previamente por el comité de ética correspondiente.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, destetadas, con una edad inicial de 21-22 dias
y un peso corporal homogéneo al inicio del estudio. Los animales se mantuvieron en
condiciones controladas de bioterio, con una temperatura ambiente de 22 + 2 °C y un ciclo
luz—oscuridad de 12:12 h. Durante todo el periodo experimental, los animales tuvieron acceso
ad libitum al alimento y al agua potable.

4.3.2 Disefo experimental y formulacion de dietas para la evaluacion de la calidad
proteica

El estudio se disefié para evaluar la calidad proteica de tortillas de maiz fortificadas
mediante un modelo de crecimiento. Para ello, se formularon dietas experimentales
isoproteicas, ajustadas a un contenido de proteina del 9 %, siguiendo los lineamientos de la
dieta AIN-93 para estudios de crecimiento.
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Los animales se distribuyeron aleatoriamente en tres grupos experimentales (n = 6 por
grupo):
e Grupo control de referencia (DR): Dieta AIN-93 con caseina como fuente
proteica.

e Grupo tortilla control (TMA): Dieta formulada con tortilla de maiz azul sin
fortificacion como fuente principal de proteina.

e Grupo tortilla fortificada (TMACP): Dieta formulada con tortilla de maiz
azul adicionada con concentrado proteico de Moringa oleifera como fuente principal
de proteina.

Figura 11. Rack de los modelos biol6gicos durante el experimento

Las dietas se formularon ajustando los componentes de carbohidratos y lipidos de acuerdo
con la composicion proximal de cada tratamiento, de manera que las diferencias observadas
pudieran atribuirse exclusivamente a la calidad de la proteina dietaria.

Grupo | (sano): Dieta completa y equilibrada con 17 % de proteina, proveniente
exclusivamente de caseina.

Grupo 11 (referencia): Dieta con restriccion proteica, ajustada al 9 % de proteina de
caseina.

Grupo I11: Dieta con 9 % de proteina, cuya fuente proteica correspondi6 exclusivamente
a tortilla de maiz azul (TMA).

Grupo 1V: Dieta con 9 % de proteina, cuya fuente proteica correspondié exclusivamente
a tortilla de maiz azul adicionada con concentrado proteico de Moringa oleifera (TMACP).
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A continuacion, en la Tabla 16 se muestra el analisis quimico proximal de las tortillas
desarrolladas y su contenido nutricional.

Tabla 17. Andlisis de la composicion nutricional de las tortillas
desarrolladas.

Componente (%) TMA TMACP
Lipidos 2.65° 2.98°2
Carbohidratos 77.83°2 74.21°
Proteinas 10.03° 12552
Fibra dietética 7.95° 8.4°
Minerales 1.54 " 1.86°
Total 100 100

TMA: Tortilla de maiz azul. TMACP: Tortilla de maiz azul con concentrado proteico de
moringa.

En la Tabla 17 se muestra la formulacion final de las dietas que se administraran para los
grupos de roedores en experimentacion.

Tabla 18. Ingredientes para la formulacion de las diferentes dietas.
INGREDIENTE (%) D-1 D-11 D-V D-VI
TMA - - 90 -
TMACP - - - 72
Almidoén 63.5 72.9 2.3 20
Aceite de soya 7 7 4.6 4.85
Caseina 20 10.6 - -
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Mezcla de minerales 3.5 3.5 2.1 2.16

Mezcla de vitaminas 1 1 1 1
Celulosa 5 5 - -
TOTAL 100 100 100 100

TMA: Tortilla de maiz azul. TMACP: Tortilla de maiz azul con concentrado proteico de
moringa.

4.3.2.1 Periodo experimental y monitoreo

El periodo experimental tuvo una duracion total de 28 dias. Durante este tiempo, se
registré diariamente el consumo de alimento por animal y el peso corporal. Estos datos se
utilizaron para evaluar la ganancia de peso y calcular los indices de eficiencia proteica.

4.3.2.2 Determinacion de la relacion de eficiencia proteica (PER)

La relacién de eficiencia proteica (PER) se calculé como el cociente entre la ganancia de
peso corporal (g) y la cantidad de proteina consumida (g) durante el periodo experimental,
de acuerdo con la siguiente expresion:

Ganancia de peso
PER — peso (9)

Proteina consumida (g)

Este indice se empled como un indicador funcional de la capacidad de la proteina dietaria
para sostener el crecimiento bajo condiciones controladas.

4.3.2.3 Determinacion de la digestibilidad aparente de la proteina

Para la evaluacion de la digestibilidad aparente, se recolectaron las heces de los animales
durante un periodo definido al final del experimento. Las muestras fecales se secaron,
homogenizaron y se analizaron para determinar su contenido de nitrégeno mediante métodos
estandar.

La digestibilidad aparente de la proteina se calculd utilizando la diferencia entre la
proteina ingerida y la proteina excretada en heces, expresada como porcentaje respecto a la
proteina consumida.

4.3.3 Disefio experimental para la evaluacion de los efectos hipolipemiantes e
hipoglucemiantes
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La segunda etapa del estudio se desarrolld conforme a lo establecido en la NOM-062-
Z00-1999 para el uso y cuidado de animales de laboratorio, asi como a las recomendaciones
internacionales de bienestar animal. El objetivo de esta fase fue evaluar los efectos
hipolipemiantes e hipoglucemiantes de tortillas elaboradas a partir de maiz rojo, con y sin
adicion de harina de hoja de Moringa oleifera, empleando un modelo de ratas Wistar con
alteraciones metabdlicas inducidas mediante una dieta hiperlipidica.

Se utilizaron ratas macho Wistar de 12 semanas de edad, clinicamente sanas, con un peso
corporal inicial aproximado de 250-300 g, provenientes del bioterio del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM, campus Juriquilla, Querétaro, México. Los animales se alojaron
en jaulas individuales de acero inoxidable con dimensiones de 24 x 18 x 18 cm, equipadas
con rejillas superiores para comederos y bebederos y con charolas inferiores para la
recoleccion de heces. Las charolas se limpiaron cada 24 h. Las condiciones ambientales se
mantuvieron controladas, con una temperatura de 22 + 2 °C, humedad relativa de 40—70 %,
de 10 a 15 recambios de aire por hora y un ciclo de luz-oscuridad de 12 h. EI suministro de
aguay alimento fue ad libitum. Previo al inicio del experimento, los animales pasaron por un
periodo de aclimatacion de 7 dias, durante el cual se evalué su estado general y
comportamiento.

Una vez concluida la aclimatacion, los animales fueron asignados aleatoriamente a cuatro
grupos experimentales, con seis ratas por grupo, de acuerdo con el tipo de dieta administrada:

e Grupo D-I (control sano): dieta estandar AIN-93.

e Grupo D-I11 (control hiperlipidico): dieta AIN-93 modificada con alto contenido de
grasa para inducir alteraciones metabdlicas.

e Grupo D-I111I: dieta hiperlipidica con inclusién de tortillas de maiz rojo (TMR).

o Grupo D-1V: dieta hiperlipidica con inclusion de tortillas de maiz rojo adicionadas
con 5 % de harina de hoja de Moringa oleifera (TMRH).

Las tortillas utilizadas en esta etapa fueron elaboradas bajo condiciones controladas,
asegurando homogeneidad en su composicion. Su caracterizacién bromatoldgica se realiz6
mediante analisis proximal mostrados en la Tabla 19 conforme a métodos oficiales (AOAC,
2016), y se consider6 para la formulacion de las dietas experimentales.

Tabla 19. Anélisis de la composicion nutricional de las tortillas desarrolladas
Componente (%) TMR TMRH
Lipidos 2 2.2
Carbohidratos 79.96 75.15
Proteinas 7.9 9.54
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Fibra dietética 8.3 10.91

Minerales 1.56 2.2
Total 100 100

TMR: Tortilla de maiz rojo. TMRH: Tortilla de maiz rojo con harina de Moringa oleifera.

Las dietas fueron formuladas de manera que todas presentaran un contenido equivalente
de proteina, energia y fibra dietética, con el fin de que las diferencias observadas en los
parametros metabdlicos pudieran atribuirse a la matriz alimentaria y a la presencia de
compuestos bioactivos, y no a variaciones en el aporte nutricional total (Tabla 20). La
composicion teorica final de las dietas se ajustd conforme a este criterio, manteniendo un
contenido de fibra dietética del 5 % en todos los grupos mostrado en la Tabla 21, condicion
establecida como base para la evaluacion de los efectos hipolipemiantes e hipoglucemiantes.

Tabla 20. Ingredientes para la formulacion de las diferentes dietas
Ingrediente (%0) D-I D-11 D-111 D-1vV
Tortilla de maiz rojo - - 59 -
Tortilla de maiz rojo + - - - 50
harina de M. oleifera
Almidon 71.5 60.5 14.0 22.9
Aceite de soya 4.0 4.0 2.77 2.90
Caseina 15.0 15.0 9.7 9.7
Mezcla de minerales 35 35 2.6 24
Mezcla de vitaminas 1.0 1.0 1.0 1.0
Celulosa 5 5 0.0 0.0
Aceite de coco - 10.0 10.0 10.0
Colesterol - 1 1 1
TOTAL 100 100 100.0 100.0
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Tabla 21. Bromatoldgico teorico final de las dietas en experimentacion

Componente (%) D-1 D-1l D-111 D-1v
Lipidos 4.0 15.0 15.0 15.0
Carbohidratos 73.8 62.8 62.8 62.8
Proteinas 12.7 12.7 12.7 12.7
Fibra dietética 5.0 5.0 5.0 5.0
Minerales 3.5 3.5 3.5 3.5
Vitaminas 1.0 1.0 1.0 1.0

Total 100 100 100.0 100.0

Kcal 387.0 442.0 442.18 441.80

4.3.3.1 Periodo experimental y monitoreo

El periodo experimental tuvo una duracion de 21 dias. Durante este tiempo se registraron
diariamente el peso corporal, el consumo de alimento y el estado fisico general de cada
animal, incluyendo hidratacién, apariencia del pelaje, movilidad y posibles signos de dolor o
estrés, de acuerdo con las pautas establecidas por la normatividad vigente.

4.3.3.2 Analisis realizados para determinar el efecto metabdlico

Al término del periodo experimental, los animales fueron anestesiados mediante la
administracion intraperitoneal de pentobarbital sddico (50 mg/kg) hasta comprobar un estado
profundo de inconsciencia, y posteriormente se realizd la eutanasia por exanguinacion
mediante puncién cardiaca. La sangre recolectada se procesé para la obtencion de suero, el
cual se utiliz6 para la determinacion de triglicéridos, colesterol total, fracciones lipoproteicas
(C-HDL y C-LDL) y glucosa sérica. Los andlisis bioquimicos se realizaron en el Laboratorio
CEPACVET, ubicado en Morelia, Michoacéan, México.

Adicionalmente, se recolect6 tejido hepéatico para la determinacion de humedad y
contenido de lipidos totales, siguiendo métodos validados (AOAC, 2016). Estos parametros
permitieron evaluar de manera integral el efecto de las tortillas experimentales sobre el
metabolismo lipidico, tanto a nivel sistémico como hepatico.

Durante todo el protocolo se dio seguimiento continuo al bienestar de los animales. En
caso de presentarse signos evidentes de sufrimiento, deterioro progresivo del estado general
o condicion moribunda, se procedié al sacrificio humanitario mediante anestesia profunda
seguida de una sobredosis de pentobarbital sédico (>150 mg/kg, via intraperitoneal),
conforme a la NOM-062-Z0O0-1999 y a las guias de la AVMA (2023). Las muestras
bioldgicas y residuos generados durante el estudio fueron gestionados de acuerdo con la

76



NOM-087-ECOL-SSA1-2002, que regula el manejo de residuos peligrosos biologico-
infecciosos (RPBI). EI personal involucrado utilizd equipo de proteccion bésico, y la
disposicion final de los residuos se realizd a través de un proveedor autorizado por la
Secretaria Administrativa de la Facultad de Quimico Farmacobiologia de la UMSNH.

4.3.4 Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como media * desviacion estandar (n = 5). Los datos fueron
analizados mediante un andlisis de varianza de una via (ANOVA), y las medias se
compararon mediante la prueba de Tukey, utilizando un nivel de significancia de p < 0.05
para detectaron diferencias significativas entre tratamientos. El analisis estadistico se realizé
utilizando el software RStudio®.

4.4 Resultados y discusion

4.4.1 Evaluacion biol6gica de la calidad proteica de las tortillas experimentales

La evaluacion bioldgica permitioé analizar de manera integral el efecto de diferentes
fuentes proteicas sobre el crecimiento, la eficiencia proteica y la digestibilidad aparente en
ratas en crecimiento. Los resultados resumidos en la Tabla 22 evidencian diferencias claras
entre los grupos experimentales, atribuibles tanto a la cantidad como a la calidad y
disponibilidad metabdlica de la proteina dietaria.

El grupo normoproteico (Grupo 1), alimentado con una dieta formulada al 17 % de
proteina a partir de caseina, presentd la mayor ganancia de peso (221.65 + 44.99 g) y un
consumo elevado de alimento (653.78 £ 27.76 g), valores consistentes con un aporte proteico
adecuado para cubrir los requerimientos de crecimiento. EI PER obtenido (2.03 + 0.09) se
encuentra dentro del rango esperado para dietas de referencia balanceadas y resulta
ligeramente inferior al observado en dietas con restriccién proteica moderada, fendmeno
ampliamente documentado y asociado a una menor eficiencia relativa cuando el aporte de
proteina no es limitante (Reeves et al., 1993).

Bajo condiciones de restriccion proteica controlada, el Grupo 11, que recibié una dieta con
9 % de proteina proveniente exclusivamente de caseina, mostré una ganancia de peso
intermedia (108.53 + 17.06 g), pero registr6 el PER mas alto del estudio (2.48 + 0.16). Este
comportamiento es caracteristico de dietas con restriccion proteica moderada, donde una
proteina de alta calidad es utilizada con mayor eficiencia metabdlica, incrementando el indice
PER aun cuando la ganancia absoluta de peso sea menor (Reeves et al., 1993; Martinez-
Flores et al., 2002). La digestibilidad aparente observada en este grupo (87.32 + 3.12 %) fue
inferior a la del grupo normoproteico, aunque se mantuvo en rangos elevados, coherentes con
la alta digestibilidad intrinseca de la caseina.

Cuando la proteina dietaria provino exclusivamente de la tortilla control de maiz azul
(Grupo I11), la ganancia de peso fue considerablemente menor (28.73 £ 7.84 g), acompafiada
de un PER significativamente reducido (0.86 = 0.11). Estos resultados reflejan las
limitaciones nutricionales propias de la proteina del maiz, particularmente su deficiencia en
aminoéacidos esenciales como lisina y triptéfano, asi como la menor digestibilidad asociada
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a la matriz cereal, la presencia de fibra insoluble y la interaccion con compuestos fendlicos
ligados (Serna-Saldivar, 2015; FAO/WHO, 2013). La digestibilidad aparente de este grupo
(73.18 £ 2.91 %) confirma una menor fraccién de proteina absorbida, en concordancia con
reportes previos para dietas basadas en cereales no suplementados (Martinez-Flores et al.,
2002; Shiriki et al., 2015).

La incorporacion del concentrado proteico de Moringa oleifera en las tortillas de maiz
azul (Grupo IV, TMACP) produjo una mejora evidente respecto al grupo control de tortilla,
reflejada en una mayor ganancia de peso (32.73 + 4.45 g), un incremento en el PER (0.98 £
0.10) y una digestibilidad aparente superior (83.07 + 2.40 %). Aunque estos valores no
alcanzaron los observados en los grupos con caseina, la tendencia confirma que la adicién
del concentrado proteico contribuyd a mejorar la calidad nutricional de la proteina del maiz.

Esta mejora puede interpretarse a la luz de los cambios observados en el perfil de
aminoacidos de las tortillas tras la incorporacion del concentrado proteico. Como se
documento6 previamente en el Capitulo 111, las tortillas TMACP presentaron incrementos
consistentes en aminoacidos esenciales limitantes del maiz, particularmente lisina, triptéfano
y treonina, en comparacion con la tortilla control (TMA). Estos aminodcidos son
determinantes para la sintesis proteica corporal y el crecimiento, y su deficiencia ha sido
ampliamente reconocida como el principal factor que restringe el valor bioldgico de la
proteina del maiz (Bressani, 2008; FAO/WHO, 2013). La mejor complementacion
aminoacidica redujo parcialmente el desbalance entre aminoacidos esenciales y no
esenciales, reflejandose en el aumento del PER y en la mayor digestibilidad aparente
observada.

El papel de la lisina resulta particularmente relevante, ya que este aminoacido suele ser el
primero en limitar la utilizacion metabdlica de proteinas de cereales. Estudios clasicos y
contemporaneos han demostrado que incluso incrementos modestos en su contenido o
disponibilidad pueden traducirse en mejoras apreciables en la eficiencia proteica medida por
PER, aun cuando la fuente principal continte siendo un cereal (Bressani, 2008; Serna-
Saldivar, 2015). En este contexto, el concentrado proteico de moringa actu6 como un
complemento funcional eficaz, capaz de mejorar la calidad global de la proteina dietaria sin
modificar de manera sustancial la matriz alimentaria base.

Antecedentes experimentales respaldan este comportamiento. Martinez-Flores et al.
(2002) reportaron incrementos consistentes en PER y digestibilidad al complementar dietas
de maiz con proteinas vegetales de mayor calidad, mientras que Shiriki et al. (2015)
observaron valores de PER entre 0.9 y 1.2 en dietas cereal-leguminosa, destacando que la
magnitud de la mejora depende tanto del perfil aminoacidico como de la fraccion de proteina
realmente disponible para absorcién. Estos rangos coinciden estrechamente con los valores
obtenidos en el presente estudio para el grupo TMACP.

Por otro lado, se ha documentado que mejoras mas pronunciadas en PER, con valores
superiores a 1.5, suelen alcanzarse cuando se emplean proteinas vegetales altamente
purificadas o combinaciones cereal-leguminosa formuladas en proporciones dptimas
(Mensa-Wilmot et al., 2001; FAO/WHO, 2013). Las diferencias respecto a los resultados
aqui observados pueden explicarse por factores como el grado de purificacion del ingrediente
proteico, la proporcion de sustitucion aplicada, la presencia de fibra dietaria y compuestos
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fenolicos, asi como por la estructura fisica y complejidad de la matriz alimentaria. En el caso
de las tortillas TMACP, la conservacion de una matriz rica en carbohidratos complejos y
fibra, aunque ventajosa desde una perspectiva funcional, puede limitar parcialmente la
digestibilidad y la velocidad de absorcion de los aminoéacidos en comparacion con dietas
experimentales mas refinadas.

Aun asi, la digestibilidad observada en el grupo TMACP sugiere que el concentrado
proteico de Moringa oleifera presenta una biodisponibilidad superior a la de la proteina del
maiz nixtamalizado por si sola, probablemente asociada a la concentracion de fracciones
proteicas solubles y a la reduccion relativa de fibra insoluble durante su proceso de obtencién.
En conjunto, estos resultados confirman que la incorporacion estratégica de proteinas
vegetales puede generar mejoras modestas, pero biolégicamente relevantes en indicadores
como el PER vy la digestibilidad, incluso cuando el alimento final mantiene la complejidad
estructural propia de productos tradicionales a base de cereales.

Tabla 22. Resultados de estudio en modelo biolégico del PER y digestibilidad

Gru Peso Alimento PER Digestibilidad

po ganado (Q) consumido (g) aparente (%)
221.65 + . 2.03 + \

| 44.99 2 653.78 £ 27.76 009" 93.65+1.10
108.53 + . 2.48 + )

I 1706 341.65 + 26.36 0.16 2 87.32+3.12
1l 28.73+1.84 341.65 + 26.36 © 001'5132 * 73.18+291°
ly  S273E445 384.30 + 14.13" 001'8% * 83.07 +2.40

Los datos que se presentan son el promedio de las mediciones + desviacion estandar. N=5.
Diferentes letras en la misma columna indican diferencias estadisticas con una significancia de
p<0.05.

Los resultados evidencian que, bajo condiciones de restriccion proteica, la fuente de
proteina es un factor determinante en el aprovechamiento metabdlico, y que la
suplementacion del maiz con ingredientes vegetales ricos en aminoacidos esenciales puede
mejorar de manera tangible, aunque parcial, los indicadores bioldgicos de calidad proteica.
Este comportamiento respalda el uso de indicadores como PER y digestibilidad aparente
como herramientas sensibles para detectar mejoras funcionales en alimentos tradicionales
reformulados, particularmente aquellos destinados a poblaciones con acceso limitado a
proteinas de origen animal (FAO/WHO, 2013).

4.4.2 Evaluacion de efecto hipolipemiante e hipoglucemiante
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La ganancia de peso corporal y el consumo diario de alimento de los animales en
experimentacion se muestran en la Tabla X. Al inicio del periodo experimental, no se
observaron diferencias significativas en el peso corporal entre los grupos (p > 0.05), lo que
indica una asignacion homogénea de los animales y permite atribuir los cambios observados
durante el estudio a los efectos de las dietas experimentales.

Durante el periodo de intervencion, el consumo diario de alimento fue similar entre todos
los grupos (24.11-26.09 g/dia), sin diferencias estadisticas significativas (p > 0.05). Este
resultado es relevante, ya que sugiere que las dietas hiperlipidicas formuladas con tortillas de
maiz rojo (G3) y tortillas de maiz rojo adicionadas con harina de Moringa oleifera (G4) no
indujeron cambios en la ingesta voluntaria de alimento respecto al grupo control sano (G1)
ni al grupo hiperlipidico (G2). La ausencia de diferencias en el consumo permite interpretar
los efectos metabolicos observados posteriormente como consecuencia de la composicion
cualitativa de las dietas y no de variaciones en la cantidad de alimento ingerido.

En cuanto a la ganancia de peso, aunque no se detectaron diferencias estadisticas entre los
grupos (p > 0.05), se observd una tendencia a mayores incrementos en los animales
alimentados con dietas hiperlipidicas (G2—-G4) en comparacién con el grupo control estandar
(G1), comportamiento consistente con lo reportado para modelos experimentales sometidos
a dietas ricas en grasa (Grundy, 2016; WHO, 2020). Dentro de los grupos hiperlipidicos, la
inclusion de tortillas de maiz rojo con y sin harina de M. oleifera mantuvo ganancias de peso
comparables al grupo hiperlipidico, lo cual resulta metodolégicamente favorable para el
analisis de los parametros metabdlicos subsecuentes.

Tabla 23. Ganancia de peso y alimento consumido de los animales en
experimentacion.

Grupo Peso inicial (g) Ganancia de Alimentolconsumido
peso () por dia (g)
Gl 352.66+12.022 49.42+8.152 26.09+1.292
G2 358+24.442 68.12+19.478 25.62+2.278
G3 365.36+26.372 75.32+18.90? 24.11+2 452
G4 363.30+18.45? 62.08+23.49? 24.32+2.872

Los datos que se presentan son el promedio de las mediciones + desviacion estandar. N=5.
Diferentes letras en la misma columna indican diferencias estadisticas con una significancia de
p<0.05.

La evaluacion del perfil metabdlico en sangre constituye un aspecto central para
caracterizar el impacto de las dietas hiperlipidicas y de la inclusion de tortillas fortificadas
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con harina de Moringa oleifera sobre la homeostasis de glucosa y lipidos. En la Tabla 24 se
observan claras tendencias asociadas al patron dietario.

Los niveles de glucosa sérica fueron més altos en el grupo sometido a dieta hiperlipidica
(G2) comparado con el grupo control (G1), lo cual es consistente con la literatura que
describe que dietas ricas en grasa y colesterol tienden a aumentar la glucemia, incluso sin
cambios drasticos en el peso corporal en modelos animales de corto plazo (Kobi et al., 2023;
Di Majo et al., 2022). La elevacién de glucosa en G2 puede reflejar una perturbacion del
metabolismo de carbohidratos inducida por la alta proporcion de grasas, un fenomeno
vinculado también con resistencia a la insulina en modelos experimentales (Cunha et al.,
2021; Kobi et al., 2023). Tanto G3 como G4 mostraron valores intermedios de glucosa, sin
diferencias significativas respecto a G1 y G2, sugiriendo un posible efecto modulador de la
matriz alimentaria (fibra y compuestos bioactivos) sobre la respuesta glucémica, aunque no
significativamente protector bajo las condiciones del estudio.

Los triglicéridos séricos presentaron un patrén distintivo: el grupo hiperlipidico (G2)
presentd valores mas elevados comparados con el control y con los grupos que recibieron
tortillas (G3, G4), siendo el grupo con tortilla fortificada (G4) el que mostrd la menor
concentracion de triglicéridos. Este comportamiento coincide con numerosos estudios que
sefialan que dietas altas en grasas elevan los triglicéridos plasmaticos, mientras que dietas
con mayor contenido de fibra y compuestos fendlicos se asocian a una reduccion de estas
fracciones lipidicas (Sanchez-Muniz, 2012; Anderson et al., 1994; Bakr et al., 2023). El
efecto reductor observado en G4 sugiere que los componentes de la harina de Moringa
oleifera podrian contribuir a disminuir la concentracion de triglicéridos, lo cual es consistente
con reportes donde dietas con alto contenido de fibra soluble modulan positivamente los
lipidos plasmaticos (Sdnchez-Muniz, 2012; Linkon et al., 2024).

En relacién con el colesterol total, G2 present6 niveles superiores al grupo control, como
se esperaria en un modelo hiperlipidico (Cunha et al., 2021; Di Majo et al., 2022). Los grupos
G3 y G4 mostraron valores intermedios, sin alcanzar las elevaciones del grupo hiperlipidico
puro, lo cual puede indicar un grado de mitigacion de las alteraciones lipidicas promovidas
por la inclusién de tortillas (con o sin moringa). Esta tendencia es congruente con estudios
donde ingredientes ricos en fibra y compuestos antioxidantes ayudan a regular el
metabolismo del colesterol, posiblemente mediante la reduccidn de la absorcion intestinal y
el aumento de la excrecién fecal de acidos biliares (Sanchez-Muniz, 2012; Anderson et al.,
1994; Linkon et al., 2024).

Finalmente, los niveles de HDL-colesterol reflejaron resultados interesantes: el grupo
hiperlipidico (G2) mostré una tendencia a menores valores de HDL comparado con el
control, aunque sin diferencias estadisticamente robustas, situacion documentada
previamente donde dietas altas en grasa pueden deprimir la fraccion protectora de HDL (Di
Majo et al., 2022; Kobi et al., 2023). Los grupos G3 y G4 presentaron niveles de HDL
comparables al control (G1), destacando especialmente G4, lo que sugiere que la matriz
alimentaria rica en fibra dietética y compuestos fenolicos de la tortilla con moringa podria
preservar o incluso favorecer la fraccion de lipoproteinas de alta densidad, lo cual ha sido
reportado en dietas enriquecidas con fibra y polisacaridos (Sanchez-Muniz, 2012; Linkon et
al., 2024).
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Tabla 24. Paradmetros sanguineos de los animales en experimentacion

Grupo Glucosa Trigliceridos Colesterol CoIeHstI?al;(;l
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
G1 133.72+4.99° 63.69+34.442P 56.04+11.76°  47.40+10.71°
G2 167.76+23.03% 80.98+42.20° 77.30+17.91° 30.40+4.33?
G3 149.76+11.86%P 45.10+12.03%P 62.60+5.74%P 30.20+4.65°
G4 153.48+15.50*° 25.62+12.87° 64.80+6.88*"  46.90+26.48°

Los datos que se presentan son el promedio de las mediciones + desviacién estandar. N=5.
Diferentes letras en la misma columna indican diferencias estadisticas con una significancia de
p<0.05.

Estos resultados sugieren que la dieta hiperlipidica inducida produjo alteraciones tipicas
del metabolismo de lipidos y carbohidratos, como elevacion de glucosa y colesterol total, asi
como una tendencia a disminuir HDL. La inclusion de tortillas, y en particular de tortillas
fortificadas con Moringa oleifera, mostro una tendencia moduladora sobre estas respuestas
metabdlicas adversas, especialmente en la reduccion de triglicéridos y en la conservacion de
niveles de HDL, lo cual es consistente con mecanismos fisioldgicos descritos para dietas
ricas en fibra dietética y compuestos fendlicos que pueden influir en la absorcion intestinal
de lipidos y en la sintesis hepatica de lipoproteinas (Anderson, J. W (2009); Anderson et al.,
1994; Bakr et al., 2023). Esta evidencia respalda la hipétesis de que los componentes
bioactivos de la moringa, integrados en una matriz alimentaria consumida regularmente
como la tortilla de maiz, pueden atenuar parcialmente la dislipidemia inducida por dietas
hiperlipidicas.

Los cambios observados en los parametros sanguineos reflejan alteraciones sistémicas en
el metabolismo de lipidos y carbohidratos; sin embargo, dichas modificaciones metabolicas
se originan y consolidan principalmente a nivel hepético, 6rgano clave en la regulacién de la
homeostasis energética. ElI higado desempefia un papel central en la captacion, sintesis,
oxidacion y almacenamiento de lipidos, por lo que la evaluacion de su peso, contenido de
humedad y acumulacion de lipidos permite profundizar en los mecanismos fisioldgicos
subyacentes a las alteraciones plasmaticas observadas. El analisis de los parametros hepaticos
proporciona evidencia directa sobre el grado de esteatosis inducida por las dietas
hiperlipidicas y sobre la capacidad de las tortillas experimentales, particularmente aquellas
fortificadas con Moringa oleifera, para modular el contenido lipidico a nivel tisular. En la
Tabla 25 se presenta los resultados de los analisis realizados a dichos 6rganos.

El peso del higado mostré incrementos significativos en los grupos sometidos a dietas
hiperlipidicas (G2, G3'y G4) en comparacion con el grupo control (G1), lo cual es consistente
con el desarrollo de hepatomegalia asociada a la acumulacion de lipidos en modelos
experimentales de sobrecarga grasa. Diversos estudios han documentado que dietas altas en
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grasas saturadas y colesterol promueven un aumento del peso hepatico como consecuencia
de laacumulacion de triglicéridos, colesterol y otros lipidos neutros dentro de los hepatocitos,
fendmeno caracteristico de la esteatosis hepatica inducida por la dieta (Samuel & Shulman,
2018; Softic et al., 2016; Ipsen et al., 2018). La ausencia de diferencias significativas en el
peso hepatico entre los grupos hiperlipidicos indica que el aumento del tamafio del érgano
estuvo determinado principalmente por el consumo de la dieta alta en grasa, mientras que las
diferencias observadas en el contenido lipidico y la humedad hepatica reflejan un efecto
especifico de la composicion de las tortillas sobre la acumulacién de grasa intrahepética.

En contraste, el contenido de humedad hepética presentd diferencias marcadas entre los
grupos. El grupo hiperlipidico (G2) mostré el menor porcentaje de humedad, lo cual se asocia
tipicamente con una mayor sustitucion del contenido acuoso por lipidos acumulados en el
tejido hepatico. Estudios previos han sefialado que la disminucion de la fraccion acuosa del
higado es un indicador indirecto del grado de infiltracién grasa y de dafio metabdlico
inducido por dietas altas en lipidos (Ipsen et al., 2018; Begriche et al., 2013). Los grupos G3
y G4 presentaron valores intermedios de humedad, significativamente mayores que G2, lo
gue sugiere una menor severidad de la acumulacién lipidica hepéatica cuando la dieta
hiperlipidica incorpora tortillas como parte de la matriz alimentaria.

El contenido de lipidos en higado evidencio el efecto mas claro del tratamiento dietario.
El grupo G2 presentd6 el mayor porcentaje de lipidos hepaticos, confirmando el
establecimiento de un estado de esteatosis hepatica inducida por la dieta hiperlipidica. Este
resultado concuerda ampliamente con modelos animales en los que la suplementacion con
grasa y colesterol conduce a un aumento pronunciado de lipidos hepéaticos, acompafado de
alteraciones en el metabolismo de acidos grasos y lipoproteinas (Samuel & Shulman, 2018;
Softic et al., 2016). En contraste, los grupos que consumieron tortillas (G3 y G4) mostraron
una reduccién significativa en el contenido de lipidos hepaticos, siendo el grupo G4 el que
presentd el menor porcentaje entre las dietas hiperlipidicas.

La reduccion observada en G3 sugiere que la matriz de la tortilla de maiz rojo, rica en
fibra dietética y compuestos fendlicos, puede atenuar parcialmente la acumulacion lipidica
hepéatica. Estudios previos han demostrado que los polifenoles presentes en maices
pigmentados pueden modular la expresion de genes relacionados con la lipogénesis hepatica
y favorecer la oxidacion de &cidos grasos, reduciendo la acumulacién de triglicéridos en el
higado (Mora-Rochin et al., 2010; Lépez-Martinez et al., 2009; Santiago-Ramos et al., 2018).
Asimismo, la fibra dietética puede disminuir la absorcién intestinal de lipidos y colesterol,
contribuyendo indirectamente a una menor carga lipidica hepéatica (Anderson et al., 2009;
Slavin, 2013).

El efecto méas pronunciado observado en el grupo G4 puede atribuirse a la incorporacion
de harina de hoja de Moringa oleifera, la cual incrementd de manera significativa el
contenido de fibra dietética y compuestos fendlicos de la tortilla. Diversos estudios han
reportado que la suplementacion con moringa en modelos animales sometidos a dietas
hiperlipidicas reduce la acumulacién de lipidos hepaticos, mejora el perfil antioxidante y
atenda el dafio hepatico, posiblemente mediante la inhibicion de la lipogénesis de novo y la
activacion de rutas de oxidacién de acidos grasos (Mbikay, 2012; Vergara-Jiménez et al.,
2017; Kou et al., 2018). Ademas, los flavonoides y acidos fendlicos presentes en la moringa
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han sido asociados con la regulacion de factores de transcripcion como SREBP-1¢ y PPARa,
claves en el control del metabolismo lipidico hepéatico (Mbikay, 2012; Kim et al., 2017).

Tabla 25. Parametros de peso, humedad y lipidos en higado

Grupo Peso de Higado (g) hl_l'lguarggd(i/?))en Llp'doi;:)h'gado
Gl 12.90+1.452 70.15+0.43? 3.75+0.15¢
G2 17.48+1.96° 54.46+1.54° 23.75+0.66%
G3 17.75+1.09° 59.19+0.83" 18.28+0.11°
G4 17.52+0.61° 60.22+1.47° 16.20+0.42°

Los datos que se presentan son el promedio de las mediciones + desviacion estandar. N=5.
Diferentes letras en la misma columna indican diferencias estadisticas con una significancia de
p<0.05.

Los resultados hepaticos complementan y refuerzan los hallazgos observados en los
pardmetros sanguineos, mostrando que la inclusion de tortillas de maiz rojo y, de manera méas
evidente, de tortillas fortificadas con Moringa oleifera, contribuye a atenuar la acumulacion
lipidica hepética inducida por una dieta hiperlipidica. Estos efectos sugieren que la matriz
alimentaria desarrollada no solo modula marcadores plasmaticos, sino que ejerce un impacto
directo sobre el metabolismo hepatico de lipidos, aspecto clave en la prevenciéon de
alteraciones metabdlicas asociadas al consumo prolongado de dietas altas en grasa.

4.5 Conclusiones capitulo 1V

Los resultados obtenidos en la evaluacion bioldgica confirman que la calidad de la
proteina dietaria depende no solo de su concentracidn, sino de manera determinante de su
perfil aminoacidico y de su digestibilidad, factores que influyen directamente en la ganancia
de peso y en la eficiencia de utilizacion proteica en ratas en crecimiento. Las tortillas
elaboradas exclusivamente con maiz azul mostraron una baja eficiencia proteica y una
digestibilidad reducida, evidenciando las limitaciones nutricionales inherentes a la proteina
del maiz cuando se consume como Unica fuente, particularmente por su deficiencia en
aminoacidos esenciales como lisina y triptofano. Estos resultados confirman que, aun cuando
el maiz aporta energia suficiente, su fraccion proteica no es adecuada por si sola para sostener
un crecimiento optimo.

La adicion de concentrado proteico de Moringa oleifera a las tortillas de maiz azul
permitido una mejora significativa en los indicadores de calidad proteica, reflejada en un
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aumento del indice de eficiencia proteica y de la digestibilidad aparente en comparacion con
la tortilla control. Este efecto sugiere que la moringa actGa como un ingrediente
complementario eficaz, capaz de enriquecer el perfil aminoacidico del maiz y de aumentar la
fraccion de proteina metabdlicamente disponible. Si bien las dietas experimentales no
alcanzaron los valores observados con proteinas de referencia como la caseina, la mejora
observada indica que la combinacion de maiz nixtamalizado con concentrado proteico
vegetal permite reducir de manera sustancial las limitaciones nutricionales asociadas a
alimentos tradicionales basados en cereales.

En una segunda etapa del estudio, la evaluacion metabolica en un modelo de dieta
hiperlipidica permitié ampliar el analisis del impacto nutricional de las tortillas reformuladas
mas all& de la calidad proteica. Los resultados obtenidos evidencian que la incorporacion de
tortillas de maiz rojo, particularmente aquellas adicionadas con harina de hoja de Moringa
oleifera, se asocia con una atenuacion de alteraciones metabdlicas inducidas por la dieta,
reflejada principalmente en una reduccion de los niveles de triglicéridos séricos y de la
acumulacion de lipidos hepéticos, asi como en una preservacion parcial del contenido de
humedad del tejido hepatico. Estos efectos sugieren una modulacion favorable del
metabolismo lipidico bajo condiciones de desafio metabdlico.

De manera conjunta, los hallazgos de ambas etapas indican que la reformulacion de
tortillas de maiz mediante la incorporacidn estratégica de Moringa oleifera no solo mejora la
calidad bioldgica de la proteina, sino que también puede contribuir a mitigar alteraciones
metabolicas asociadas al consumo de dietas altas en grasa, posiblemente a través del efecto
combinado de una proteina de mejor calidad, un mayor contenido de fibra dietética y la
presencia de compuestos fendlicos bioactivos. En este sentido, la tortilla fortificada se perfila
como una matriz alimentaria de interés para el desarrollo de estrategias nutricionales
orientadas a mejorar la calidad de la dieta en contextos donde el maiz constituye un alimento
béasico de alto consumo.
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5 Discusion general

El presente trabajo se estructurd bajo un enfoque secuencial que integro la caracterizacion
de materias primas, la reformulacion de un alimento tradicional y la evaluacion biologica de
sus efectos nutricionales y metabolicos. Esta aproximacion permitio analizar de manera
integral como las modificaciones composicionales introducidas en las tortillas de maiz,
mediante la incorporacion de Moringa oleifera, se reflejan no solo en parametros quimicos
y tecnologicos, sino también en respuestas fisioldégicas medibles en un modelo bioldgico.

En el Capitulo Il se evidencid que los maices criollos, particularmente las variedades
pigmentadas, presentan un valor nutrimental relevante asociado a su contenido de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante, aunque mantienen limitaciones inherentes
en términos de calidad proteica. La nixtamalizacion, si bien mejora aspectos tecnologicos y
de biodisponibilidad mineral, no corrige de forma sustancial el desbalance aminoacidico
caracteristico del maiz. Estos resultados justificaron la necesidad de explorar estrategias de
complementacidon proteica que permitieran mejorar el valor nutricional del producto final sin
alterar su identidad como alimento tradicional.

El Capitulo Il demostré que la incorporacion de harina de hoja de Moringa oleiferay, de
manera mas marcada, de su concentrado proteico, permitié incrementar el contenido total de
proteina y mejorar el perfil de aminoéacidos esenciales de las tortillas, particularmente en
lisina y tript6fano, aminoécidos reconocidos como limitantes en los cereales. De forma
paralela, se observo un aumento en el contenido de fibra dietética y compuestos fendlicos,
especialmente en las formulaciones elaboradas con maiz rojo, sin que ello comprometiera de
manera significativa las propiedades tecnoldgicas del producto. Estos hallazgos posicionan a
la tortilla fortificada como una matriz viable para integrar ingredientes de origen vegetal con
potencial nutricional y bioactivo.

La evaluacion biologica desarrollada en el Capitulo IV permitié establecer un vinculo
funcional entre las mejoras composicionales observadas y su impacto fisiolégico. En la
primera etapa del estudio, los resultados de PER y digestibilidad confirmaron que la calidad
de la proteina dietaria estd fuertemente determinada por su perfil aminoacidico y su
disponibilidad, més alla del contenido proteico total. Las tortillas elaboradas exclusivamente
con maiz mostraron una baja eficiencia proteica, mientras que la adicion de concentrado
proteico de moringa produjo mejoras consistentes, aunque parciales, en estos indicadores. El
hecho de que dichas mejoras no alcanzaran los valores observados con proteinas de referencia
como la caseina es coherente con la naturaleza vegetal de la fuente proteica y con la
complejidad estructural de la matriz alimentaria, y no representa una limitacion metodologica
del estudio. En la segunda etapa experimental, orientada a evaluar los efectos metabdlicos
bajo un modelo de dieta hiperlipidica, los resultados sugieren que la incorporacion de tortillas
ricas en fibra dietética y compuestos fenolicos puede modular de manera favorable algunos
parametros asociados al metabolismo lipidico y glucémico. En particular, las dietas que
incluyeron tortillas de maiz rojo y tortillas de maiz rojo adicionadas con moringa mostraron
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una reduccion en la acumulacién de lipidos hepaticos y en los niveles de triglicéridos séricos
en comparacion con la dieta hiperlipidica control, aun cuando el desafio lipidico global fue
el principal determinante del aumento del peso hepético. Estos hallazgos son congruentes
con la literatura que atribuye a la fibra dietética y a los polifenoles un papel modulador en la
absorcion intestinal de lipidos, la excrecion fecal de grasas y la regulacion de rutas
metabdlicas relacionadas con la lipogénesis y la oxidacion de &cidos grasos.

No obstante, los resultados indican que dichas mejoras metabolicas son de magnitud
moderada y deben interpretarse dentro del contexto de un modelo experimental controlado y
de corta duracion. Esto resalta la importancia de no extrapolar de manera directa estos efectos
a escenarios clinicos, pero si de reconocer su relevancia como evidencia preliminar del
potencial de alimentos reformulados para contribuir a la mejora del perfil metabdlico dentro
de dietas complejas.

Los resultados de esta tesis muestran que la reformulacion de tortillas de maiz mediante
la incorporacion de Moringa oleifera puede generar beneficios nutricionales medibles, tanto
en términos de calidad proteica como de modulacion metabdlica, sin perder la naturaleza del
alimento como componente central de la dieta tradicional. La integracion de analisis
composicionales, tecnoldgicos y biol6gicos permitié una evaluacién mas completa del
impacto de esta estrategia, destacando que las mejoras observadas son consistentes, pero
parciales, y dependen de la interaccion entre la matriz alimentaria, la composicion del
ingrediente afiadido y el contexto dietario global.

Finalmente, este trabajo aporta evidencia experimental que respalda el uso de alimentos
tradicionales reformulados como herramientas potenciales para mejorar la calidad de la dieta
en poblaciones con alta dependencia de cereales, al tiempo que pone de manifiesto la
necesidad de estudios adicionales que exploren diferentes niveles de inclusion, periodos
experimentales mas prolongados y modelos de evaluacion complementarios.
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6 Conclusiones generales

El presente proyecto permitié evaluar de manera integral el potencial nutricional y
metabolico de tortillas de maiz criollo reformuladas mediante la incorporacion de Moringa
oleifera, a partir de un enfoque secuencial que abarco la caracterizacion de materias primas,
la reformulacién del alimento y la evaluacion bioldgica en modelos experimentales
controlados. Esta aproximacion facilitd establecer relaciones claras entre los cambios
composicionales inducidos en las tortillas y sus efectos fisiologicos, sin perder de vista la
complejidad inherente a la matriz alimentaria y al contexto dietario.

Los resultados obtenidos en la caracterizacion de granos y harinas confirmaron que los
maices criollos pigmentados presentan un valor nutricional relevante, particularmente por su
contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante. No obstante, se corrobord que
la nixtamalizacion, aunque aporta beneficios tecnolégicos y nutrimentales especificos, no
corrige de manera sustancial las limitaciones en la calidad proteica del maiz, especialmente
la deficiencia en aminoacidos esenciales como lisina y triptéfano. Estos hallazgos justifican
la necesidad de estrategias de complementacion proteica orientadas a mejorar el valor
bioldgico de productos derivados de este cereal.

La incorporacion de harina de hoja de Moringa oleifera y, de manera més marcada, de su
concentrado proteico, permiti0 mejorar el contenido total de proteina y el perfil de
aminoacidos esenciales de las tortillas, sin afectar de forma significativa sus propiedades
tecnoldgicas. Asimismo, la adicién de moringa increment6 el contenido de fibra dietética y
compuestos fenodlicos, particularmente en las tortillas elaboradas con maiz rojo, lo que
posiciona a estas formulaciones como matrices alimentarias con un perfil nutricional méas
equilibrado en comparacion con las tortillas convencionales.

La evaluacidn bioldgica de la calidad proteica demostro que las mejoras composicionales
observadas se traducen en efectos fisiologicos medibles. Las tortillas elaboradas
exclusivamente con maiz mostraron una baja eficiencia proteica y digestibilidad reducida,
confirmando que la proteina del maiz no es adecuada como Unica fuente para sostener un
crecimiento Optimo. En contraste, la adicién de concentrado proteico de Moringa oleifera
permitio incrementos consistentes en el indice de eficiencia proteica y en la digestibilidad
aparente, evidenciando una mejora parcial pero significativa en la utilizacién metabdlica de
la proteina dietaria. Si bien estos valores no alcanzaron los observados con proteinas de
referencia como la caseina, los resultados confirman el papel de la moringa como ingrediente
complementario eficaz dentro de una matriz alimentaria compleja. En la segunda etapa del
estudio, orientada a evaluar efectos metabolicos bajo un modelo de dieta hiperlipidica, se
observo que la inclusion de tortillas ricas en fibra dietética y compuestos fendlicos,
particularmente las elaboradas con maiz rojo y adicionadas con moringa, se asocio con una
reduccion en la acumulacion de lipidos hepaticos y con mejoras en algunos parametros del
perfil lipidico sérico. Estos efectos, aunque de magnitud moderada, sugieren que la
reformulacion de alimentos tradicionales puede contribuir a atenuar alteraciones metabélicas
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inducidas por dietas altas en grasa, especialmente cuando se integran ingredientes vegetales
con propiedades bioactivas documentadas.

Los resultados de esta tesis demuestran que la reformulacién de tortillas de maiz mediante
la incorporacion de Moringa oleifera representa una estrategia viable para mejorar tanto la
calidad proteica como el perfil nutricional global de un alimento basico de alto consumo. El
estudio aporta evidencia experimental solida que respalda el potencial de alimentos
tradicionales reformulados como herramientas complementarias para mejorar la calidad de
la dieta en contextos donde el acceso a proteinas de origen animal es limitado. Al mismo
tiempo, los hallazgos resaltan la necesidad de investigaciones futuras que evallen distintos
niveles de inclusién, periodos de consumo mas prolongados y su impacto en escenarios
fisioldgicos y poblacionales mas amplios, con el fin de consolidar su aplicacion dentro de
estrategias de nutricion y salud publica.
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