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| RESUMEN

El Maiz representa uno de los cereales de mayor importancia para la poblacion
latinoamericana, y principalmente en México. Existen diferentes métodos de
procesamiento para el consumo de cereales, algunos de los principales son la
nixtamalizacion, extrusion y molienda humeda. La molienda humeda es un proceso
donde su principal producto a obtener es el almidén. Sin embargo, se pueden obtener
otros co-productos como son: fibra, nutrientes solubles y gluten. Siendo la harina de
gluten de maiz (HGM) uno de los principales co-productos. Investigaciones han
indicado que en la HGM se pueden encontrar péptidos bioactivos con efectos
benéficos para la salud. Entre ellos los péptidos antihipertensivos son de los mas
estudiados. Siendo la hipertension arterial (HTA) un factor de riesgo para las
enfermedades cardiovasculares (ECV), las cuales son enfermedades altamente
presentes en la poblacion Mexicana. Por todo lo anteriormente mencionado el objetivo
de este trabajo fue determinar la actividad antihipertensiva por medio de la actividad
inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) de la fraccion proteica de
gluten de maiz obtenida por el proceso de molienda humeda. Para obtener la muestra
se realizd el proceso de molienda humeda, a partir de la cual se obtuvo la harina de
gluten de maiz azul (HGMA), donde se pudo obtener un valor de 7.1% de la totalidad
del grano. A partir de la HGMA se realiz6 una hidrdlisis enzimatica (pepsina-
pancreatina), a la cual se le determiné solubilidad de proteina y actividad antioxidante
a diferentes tiempos (pepsina 180 min, pancreatina 20,50,80,180 min) dichos valores
estuvieron dentro de los rangos 11.21 a 15.13 mg/mL PS 'y 241.22 a 560.11 ymol
ET/mg PS respectivamente. El hidrolizado con mayor actividad inhibitoria de la ECA
fue pancreatina 80 min, con un porcentaje de inhibicion del 94.27%. Al mismo
hidrolizado se le determiné la biodisponibilidad, el cual se encontrd6 en mayor
porcentaje en el torrente sanguineo a los 10 min después de haber sido suministrados
con un 33.34% de inhibicion de la enzima. De acuerdo con el objetivo de esta
investigacion, es posible obtener harina de gluten de maiz azul, la cual puede ser
utilizada para obtener hidrolizados con actividad antihipertensiva, para en un futuro

ser utilizados como sustitutos de medicamentos.



ABSTRACT

Corn is one of the most important cereals in Latin American population, being
highly consumed in Mexico, due to its incorporation to the diet since pre-Columbian
ages. Nowadays, the grain can be processed by different methods that include
nixtmalization, extrusion and wet milling. This last one is a process where the main
product is starch. However, fiber, soluble nutrients and gluten are also obtained as by-
products. Being corn gluten flour (CGF) the principal by-product. Different studies have
shown that bioactive peptides are present in CGF, with potentially beneficial health
effects. Among those bioactive peptides, antihypertensive peptides are the most
studied. Arterial hypertension (AHT) is a risk factor for cardiovascular diseases (CVD),

which is highly prevalent among Mexican population.

The aim of this work was to determine the antihypertensive activity of the
protein fraction of corn gluten obtained as a by-product of wet milling via inactivation

the angiotensin-converting enzyme Il (ACE-II).

In order to obtain the gluten fraction, blue corn was subjected to wet milling
process, obtaining a 7.1% of yield regarding to the entire grain. Once the gluten flour
was obtained, a hydrolysis with pepsin and pancreatin was done. Soluble protein and
antioxidant activity were evaluated to the hydrolizates obtaining values between 11.21
and 15.13 mg/mL of soluble protein. Also, the values of antioxidant activity were in the

range of 241.22 to 560.11 pmol ET/mg of soluble protein.

The hydrolizate with the major inhibitory activity of ACE Il was the one with
pancreatin after 80 minutes, showing a 94.27% of inhibition. This hidrolizate (80
minutes after pancreatin) was selected to evaluate its bioavailability in the bloodstream

after 10 minutes of administration, showing a 33.4% of enzyme inhibition.

According with the objective of the study, it is possible to obtain flour of blue
corn gluten, which can be used to obtain hydrolizates with antihypertensive activity,

that can potentially being used as dietary supplements.



Il INTRODUCCION

La globalizacion, la evolucion de la ciudades importantes y el ritmo de vida
que hay en ellas, ha originado que los alimentos basicos de la dieta mexicana
sean desplazados por alimentos de rapido consumo, los cuales aportan pocos
beneficios a la salud (Espinoza-Moreno, 2011). Estos cambios han provocado el
incremento y prevalencia de enfermedades cronico no transmisibles (ECNT),
siendo estas la principal causa de mortalidad en todo el mundo (Avila-Burgos y
col, 2009; OMS, 2011; Hussain y col, 2015).

Las ECNT son aquellas enfermedades de larga duracion, y por lo general
evolucionan lentamente. Los cuatro tipos principales de ECNT son las
enfermedades cardiovasculares, el cancer, las enfermedades respiratorias
cronicas, y la diabetes (OMS, 2015). Las ECNT cobran la vida de alrededor de 38
millones de personas cada ano, y dentro de ellas las enfermedades
cardiovasculares contribuyen a la mayoria de las defunciones (17,5 millones cada
afno), seguidas del cancer (8,2 millones), enfermedades respiratorias (4 millones),
y diabetes (1,5 millones) (OMS, 2015).

Recientes investigaciones se han enfocado a los alimentos funcionales (AF)
y los nutracéuticos (NC), debido a la divulgacion formal como informal sobre los
beneficios preventivos y terapéuticos que estos tienen (Gonzalez-Aguilar, 2014).
Las frutas y verduras son particularmente ricas en fitoquimicos tales como:
terpenos, fenoles, tioles y liganos (Bonafine y col, 2006; Montoya-Rodriguez,
2015). De Igual forma, los cereales como el maiz, son una buena fuente de
fitoquimicos de importancia en la salud humana, tales como antocianinas,
fendlicos, carotenoides entre otros compuestos bioactivos (péptidos) etc. (Zilic y
col, 2012; Acosta-Estrada y col, 2015; Osuna-Gallardo, 2015; Corrales-Baruelos y
col, 2016).

El maiz (Zea mays L.) es uno de los principales cereales cultivados en
todo el mundo (Lin y col, 2011), y representa uno de los cereales de mayor
importancia para la alimentacién de la poblacién latinoamericana; en México es el

cultivo mas importante y principal fuente de alimentos (Salazar-Martinez y col,



2009; Fernandez-Suarez y col, 2013), por lo cual existen diferentes métodos de
procesamiento para su consumo.

La molienda humeda es un proceso que consiste en la eliminacion del
salvado, es decir: el pericarpio, las cubiertas de la semilla, epidermis nuclear y la
capa de aleurona del maiz (UNAD, 2015), y su principal producto a obtener es el
almidon. Sin embargo se pueden obtener otros co-productos a partir de este
proceso. Los co-productos principales del proceso de molienda humeda son
gluten, fibra, y nutrientes solubles; los cuales son la base para los alimentos
principales de la industria, el alimento de gluten de maiz (AGM) y la harina de
gluten de maiz (HGM) (Bello-Pérez, 1995).

Recientes investigaciones nos indican que en HGM se pueden encontrar
péptidos bioactivos (pequefios fragmentos proteicos 15-20 aminoacidos) con
potenciales efectos benéficos para la salud (Moller y col, 2008; Mulero-Canovas y
col, 2011) tales como antioxidante, antimicrobiano, inmunomodulador,
anticancerigeno y antihipertensivo (Cumby y col, 2008; Kannan y col, 2008; Liuy
col, 2008; Wu y col, 2009; Yang y col, 2009; Lin y col, 2011).

Los péptidos bioactivos se han definido como una secuencia de
aminoacidos inactivos incrustados en la proteina nativa y que ejerceran su
funcionalidad a partir de su liberacion; esta liberacion puede ser generada tanto
por procesos de hidrélisis enzimatica, como quimica (Meisel, 1998; Gonzalez-
Aguilar, 2014). El tamano de los péptidos puede ser variado (usualmente contiene
de 3 a 20 aminoacidos por molécula), lo cual depende del proceso de liberacion
(Shahidi y Zhong, 2008; Gonzalez-Aguilar, 2014). La interaccion de péptidos
bioactivos con efectos benéficos a la salud es un tema de gran interés en la
actualidad y entre ellos, los péptidos con actividad antihipertensiva son los mas
ampliamente estudiados (Meisel, 1997; Gonzalez-Aguilar, 2014).

La hipertension arterial (HTA) es un importante factor de riesgo
concomitante con las enfermedades cardiovasculares (ECV) como la enfermedad
coronaria, enfermedad arterial periférica y accidente cerebrovascular (Kearney vy
col, 2004; Hernandez y Chia, 2013). Para el tratamiento de la hipertension,

usualmente se utilizan medicamentos sintéticos inhibidores de la enzima



convertidora de angiotensina (ECA), como pueden ser el captopril, enalapril,
alacepril, y lisinopril, sin embargo estos medicamentos tienen efectos secundarios
indeseables, incluyendo tos, alteraciones del gusto, erupciones cutaneas, entre
otras. Es por ello que los péptidos bioactivos con actividad inhibitoria de la ECA
son considerados libres de efectos secundarios comparados con los
medicamentos sintéticos (Fang y col, 2008; Lin y col, 2011).

Por todo lo anteriormente mencionado, el objetivo de este trabajo fue
determinar la actividad anti-hipertensiva (inhibicion de la ECA) de los péptidos
obtenidos del maiz in vitro, ademas de medir la biodisponibilidad de los mismos.



Il REVISION DE LITERATURA

A. ENFERMEDADES CRONICAS NO TRANSMISIBLES

Una de las principales consecuencias de la globalizacion y el ritmo de vida
moderna en las ciudades importantes del mundo, es que los alimentos
considerados importantes dentro de una dieta normal o tradicional, se han venido
desplazando por algunos de los productos llamados “comida rapida” (Espinoza-
Moreno, 2011). Estos cambios han provocado el incremento y prevalencia de
enfermedades cronico no transmisibles (ECNT), siendo estas la principal causa de
mortalidad en todo el mundo (Avila-Burgos y col, 2009; Ferrante y col, 2011; OMS,
2011). De acuerdo a cifras reportadas por la OMS en el 2008, el 62% de las
muertes a nivel mundial fueron atribuidas a ECNT, y se estima que para el afo
2020, el 75% de las muertes a nivel mundial seran por alguna de estas
enfermedades (Ferrante y col, 2011).

Se reportan 38 millones de muertes cada afio, solo por ECNT, y dentro de ellas
las enfermedades cardiovasculares contribuyen a la mayoria de las defunciones
(17,5 millones cada afio) seguidas del cancer (8,2 millones), enfermedades
respiratorias (4 millones), y diabetes (1,5 millones) (OMS, 2015; Ferrante y col,
2011). Cabe mencionar que las ECV son la principal causa de mortalidad en
México (24%) y dentro de estas uno de sus principales factores de riesgo es la
hipertension arterial (HTA) (OMS, 2015).

Las ECNT se deben en gran medida a cuatro factores de riesgo que se han
afianzado de forma generalizada como parte de la transicion economica, los
rapidos procesos de urbanizacion y los estilos de vida del siglo XXI: el consumo de
tabaco, malos habitos alimenticios, la inactividad fisica, y el uso nocivo de alcohol.
Los principales efectos de estos factores de riesgo recaen cada vez mas en los
paises de ingresos bajos y medios, y en las personas mas pobres en todos los
paises (OMS, 2015). Es por ello que se deben tomar en cuenta acciones
preventivas para evitar este tipo de enfermedades (ECNT), y reducir el numero de
defunciones por estas mismas.

B. HIPERTENSION no tiene espacio
1. Generalidades



La hipertension arterial (HTA) es la elevacion patolégica de la presion que
ejerce la sangre bombeada por el corazén sobre los vasos sanguineos (Hong y
col, 2003), y esta asociada con dafo en las arterias y en diversos parénquimas
(conglomerados de células de igual diametro formando meatos entre si, y que
pueden elaborar y almacenar sustancias).

Los niveles normales de presion arterial de una persona sana debe de ser de
120/80 mmHg (presion sistolica/diastdlica). Sin embargo, una presion arterial alta
se considera cuando los niveles sobrepasan de 140/90 mmHg de presion y es
cuando se le debe prestar atencion a la misma para ser atendida y poder
controlarla antes que incremente y pueda dafiar 6rganos importantes (Kumar vy col,
2009). Entre estos, son especialmente susceptibles, el corazdn, rifion, cerebro y
retina, cuyo dano es proporcional tanto a la magnitud como a la duracién de la
hipertension (Loscalzo y col, 1996). A niveles mayores de 180/110 mmHg
(denominada de grado 3 O extremo) se pueden presentar en el individuo
apoplejias (embolias) causando paralisis e inclusive la muerte (Rosas y col, 2005).
2. Prevalencia de hipertension arterial (HTA)

La hipertension arterial (HTA) es uno de los factores de riesgo mas importantes
para padecer enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares y falla renal que
son importantes causa de mortalidad en México (Stevens y col, 2008). Entre el
ano 2000 y 2006, la prevalencia de HTA se mantuvo tan alta que afecté a 1 de
cada 3 adultos mexicanos (31.6%) (Barquera y col, 2006). Es por ello que en
México, esta enfermedad ha sido caracterizada epidemiolégicamente a partir de la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) de los afios 2000 y 2012. La
tendencia de la HTA en la poblacion adulta mexicana se ha mantenido sin
cambios significativos en la prevalencia total de hipertension entre el afio 2012
(31.4 %), y los anos 2000 (30.1%) y 2006 (31.6%). De igual manera la prevalencia
de hipertensién se ha mantenido constante en los ultimos seis afnos tanto en
hombres (afio 2006=32.4% vs afio 2012=32.3%) como mujeres (afio 2006=31.1%
vs. 2012=30.7%) (Nonato y col, 2013) (Figura 1).

3. Papel del sistema renina-angiotensina (SRA) sobre la presion arterial
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El sistema renina-angiotensina (SRA) es uno de los sistemas de regulacidn central
de la presion arterial sanguinea, y la patogénesis de la hipertensién esta
estrechamente asociada con desordenes del SRA (Matsui y col, 2003). Este
sistema estimula la activacion simpatica de secrecion de renina por las células
yuxtaglomerulares (Brown y Vaughan, 1998), siendo el rifidn, la principal fuente de
renina activa en la circulacién, aunque también se han encontrado en diversos
tejidos de animales y humanos, tales como el cerebro, glandula adrenal, glandula
submandibular, ovarios, testiculos, préstata, cerebro, entre otros (Pan y Gross,
2005; Torruco y col, 2008; de Cardiologia, 2012).

El angiotensinégeno (AGT) es una glicoproteina que se produce en el higado,
y es el sustrato inicial del sistema renina-angiotensina-aldosterona. La renina es la
enzima que reacciona con el AGT circulante, dando lugar a un decapéptido, la
angiotensina-I (Ang-1) (Scow y col, 2003). La enzima convertidora de angiotensina
(ECA) o kininasa I, es una dipeptidil carboxipeptidasa |, (kininasa Il, EC 3,4,15,1)
zinc metalopeptidasa, la cual es sintetizada en el pulmén. La ECA rompe el
dipéptido del C-Terminal de la Ang-I convirtiéndola en angiotensina-Il (Ang-Il) el
cual es el componente activo principal del sistema renina-angiotensina-
aldosterona e inhibe al péptido vasodilatador bradikinina y también causa la
expansion de volumen a través de la retencion de sodio (via aldosterona y
vasoconstriccion renal) y retencion de fluidos (via hormona antidiurética) (Figura
2). La Ang-ll es un potente vasoconstrictor, ya que actua directamente sobre las
células del musculo liso vascular y sobre el sistema nervioso simpatico, tanto
periféricamente como centralmente para incrementar el tono vascular. Es
importante destacar que existen diversos mecanismos alternativos para la
transformacién de la Ang-l en Ang-Il, que no requieren la presencia de la ECA, a
través de otras enzimas como la quinasa, la catepsina G y la CAGE por sus siglas
en inglés (Chymostatin-sensitive Ang Il Generating Enzyme)( Scow y col, 2003).
4. Prevencién y tratamiento

Hipertension, es la enfermedad cronica mas comun en el mundo, y afecta del
15-20% de los adultos. Esta enfermedad es uno de los factores de riesgo asociado

a enfermedades cardiovasculares, como accidentes cerebrovasculares
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e infarto al miocardio, sin embargo, es altamente controlable y prevenible (Sheih,
Fang y Wu, 2009; Lin y col, 2011). A manera de prevencion, se puede evitar lo que
es el consumo de tabaco, reducir la ingesta de alimentos con alto contenido de
grasas, azucar y sal; aumentar la actividad fisica, reducir el consumo nocivo de
alcohol y aumentar el consumo de alimentos saludables (OMS, 2015).

La ECA es la clave para la regulacién de la presion arterial a través del
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA); usualmente se utilizan como
tratamiento, medicamentos como el captopril, enalapril, alacepril y lisinopril, estos
son los principales en utilizarse en la practica clinica contra la hipertension. Sin
embargo, tienen efectos secundarios, como son alteraciones en el sentido del
gusto, erupciones cutaneas y angioedema, estas son alteraciones que pueden
ocurrir en pacientes con hipertension que usualmente necesitan medicacion por
largo tiempo (Brown y Vaughan, 1998; Zhang y col, 2009).

Por esta razon, surge el interés de identificar alimentos como fuente natural
que pudieran inhibir a la ECA, como son algunos péptidos bioactivos. Los péptidos
son considerados libres de efectos secundarios, comparados con medicamentos
sintéticos (Fang y col, 2008; Lin y col, 2011; Malomo y col, 2015).

C. NUTRACEUTICOS Y ALIMENTOS FUNCIONALES EN LA PREVENCION DE

ENFERMEDADES
1. Definicién de Nutracéuticos y alimentos funcionales

El término nutracéutico deriva de nutricion, y segun algunos, farmacéutico, o
segun otros terapéuticos, pero en cualquier caso, la idea es que el nombre
englobe el concepto de la curacion a través de la nutricion. El término nutracéutico
se define como cualquier sustancia que puede considerarse un alimento o parte
de un alimento que provee efectos benéficos a la salud, incluyendo la prevencion y
tratamiento de enfermedades crénicas no transmisibles (infartos, embolias,
hipertension, diabetes, cancer) (Wildman y Kelley, 2007; AAFC, 2012).

Alimentos funcionales se define como: alimento natural o procesado que
contiene compuestos conocidos como biolégicamente activos, que cuando se
ingiere en determinadas cantidades (cuantitativas y cualitativas) proporcionan un

beneficio para la salud clinicamente probada y documentada, lo que representa un
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recurso importante en la prevencion, manejo y tratamiento de ECNT (Martirosyan,
2011). Esto quiere decir que aparte de su papel nutritivo basico desde el punto de
vista material y energético, tienen el potencial de proporcionar un efecto positivo
en la salud, como la reduccion del riesgo de padecer una enfermedad (Pérez-
Leonard, 2006).
2. Fuentes de compuestos nutracéuticos

Dentro de la gran variedad de compuestos nutracéuticos que se encuentran en
la naturaleza, los cuales forman parte de la dieta del hombre, tenemos los de
origen vegetal, animal y microbiano (Cuadro 1). Sin embargo, se puede observar
la presencia de un mismo compuesto tanto en plantas, animales vy
microorganismos (bacterias probioticas) (Wildman y Kellys, 2007; Béjar, 2015).
Recientes investigaciones se han enfocado en el grano de maiz como fuente de
nutracéuticos, debido a su alto contenido de compuestos fitoquimicos (De la Parra
y col, 2007; Aguayo-Rojas y col, 2012; Urias-Peraldi y col, 2013; Acosta-Estrada y
col, 2015; Sanchez-Madrigal y col, 2015; Corrales-Bafuelos y col, 2016; Mora-
Rochin y col, 2016), y otros compuestos bioactivos, como los péptidos con
diversas actividades biolégicas como son opioides, antioxidantes,
anticolesterolémicos, antimicrobianos, anticariogénicos, antitrombdticos,
anticarcinogénicos, inmonumoduladores, antiinflamatorios, antihipertensivos vy
antidiabéticos (Lipkin y col, 2005; Torruco-Uco y col, 2008; Tironi y Ainon, 2010;
Velarde-Salcedo y col, 2013; Reynoso-Camacho y col, 2015).
D. PEPTIDOS BIOACTIVOS
1. Definicién y generalidades de péptidos bioactivos

Los péptidos bioactivos se han definido como una secuencia de aminoacidos
(aa) inactivos incrustados en la proteina nativa y que ejercen su funcionalidad a
partir de su liberacidon. El tamafio de los péptidos puede ser variado de 2 a 15
residuos de aminoacidos, lo cual depende del proceso de liberacién, un ejemplo
son: los péptidos liberados de las proteinas cuando son hidrolizados durante el
procesamiento de alimentos, y otros que se liberan durante la digestion enzimatica
(Meisel, 1998; Shaidi y Zhong, 2008).
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Cuadro 1. Componentes bioactivos en alimentos y su posible efecto fisioldgico en

enfermedades.

Componentes Bioactivos

Efecto preventivo

Referencia

Vitaminas y minerales

Vitamina A

Vitamina C
Hierro

Potasio

Carotenoides

[-caroteno y licopeno
Acidos grasos
insaturados

Oleico

Linoleico

Fitoesteroles

Prevencion de cancery
ECV

Potente antioxidante
Sintesis de ADN y
respiracion celular
Prevencion y tratamiento

de hipertension

Prevencion de cancery

eventos cardiovasculares

Prevencion de
enfermedades
cardiovasculares
Propiedades
anticarcinogénicas,
antidiabetogénicas e
inmunomoduladoras
Prevencion de
enfermedades
cardiovasculares y

cancer.

Mamede y col,
2011

Heaney y col,

2008

He y MacGregor,

2008

Schlegel y col,
2012; Rey, 2009

Lopez-Huertas,
2010

Belury, 2002

Gonzalez-Aguilar
y col, 2014

Continuacion siguiente pagina
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Cuadro 1. Continuacion

Componentes Bioactivos Efecto preventivo Referencia

Compuestos fendlicos

Acidos fendlicos Actividad antioxidante Nardini y col,

Flavonoides prevencion de 1995
envejecimiento, Queeny

Glucosinolatos

Oligosacaridos(prebioéticos)
Inulina y fructo-oligosacaridos

Péptidos
Glutation, carnosina y

anserina

Lactoquininas, casoquininas,

ovoquinina

Orizantensina

Lactoferricina, casoxinas

Seleno-Compuesto

anticancerigenos,

prevencion y tratamiento de

enfermedades

neurodegenerativas

Prevencion de algunos

tipos de cancer

Actividad prebiética

Actividad antioxidante

Inhibicién de la ECA
(antihipertensivas)
Inmunomodulador
Antimicrobiana

Antioxidantes

Tollefsbol, 2010

Cartea y Velasco,
2008

Bouhnik y col,
2007

Chan y col, 1994

Hartmann y

Meisel, 2007

Majeed y col,
2012

Gonzalez-Aguilar y col, 2014
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Los péptidos bioactivos se han aislado de diferentes fuentes, tanto animales como
vegetales. Dentro de las fuentes de origen vegetal se han usado gluten de trigo,
soya, girasol, espinaca, frijol, garbanzo, maiz, arroz, amaranto. Estos péptidos han
presentado diversas actividades biolégicas como opioides, antioxidantes,
anticolesterolémicos, antimicrobianos, anticariogénicos, antitrombdticos,
anticarcinogénicos, inmonumoduladores, antiinflamatorios, antihipertensivos vy
antidiabéticos (Lipkin y col, 2005; Torruco-Uco y col, 2008; Tironi y Ainon, 2010;
Velarde-Salcedo y col, 2013).

2. Digestion y biodisponibilidad de péptidos bioactivos

El efecto benéfico de los péptidos bioactivos, depende de su capacidad para
llegar intactos a los érganos donde van a llevar a cabo su funcion. Sin embargo,
una vez en el organismo, los péptidos deben cruzar una serie de barrearas
potenciales que deben evitar para no ser inactivados. Las enzimas digestivas, la
absorcion a través del tracto gastrointestinal y las proteasas sanguineas pueden
producir la hidrolisis de ellos para generar fragmentos inactivos o con una mayor
actividad que su secuencia precursora (Segura-Campos y col, 2010). Los
principales factores que afectan la absorcion oral de los péptidos, son las
diferencias metabdlicas, anatdmicas, fisiolégicas y bioquimicas del tracto
gastrointestinal, la actividad enzimatica del mismo, la pobre permeabilidad de los
biopéptidos al cruzar las membranas biologicas, asi como su naturaleza hidrofilica
y tamafio molecular (Lee, 2002).

La digestiéon de las proteinas se inicia en el estbmago por accion de las
pepsinas en particular la A y la C, sin embargo, ademas de la protedlisis en el
estbmago, la alta acidez del mismo hidroliza las proteinas antes de que estas
alcancen el intestino para su absorcion (Soltero y Ekwuribe, 2005). En el lumen
intestinal, las endopeptidasas pancreaticas principalmente la tripsina, elastasa y
quimiotripsina junto con exopeptidasas como la carboxipeptidasa A y B, producen
péptidos de dos a seis residuos aminoacidicos, asi como aminoacidos libres, los
cuales son absorbidos como tales atravesando el ribete estriado de los enterocitos
con ayuda de transportadores o acarreadores (Arhewoh y col, 2005). Los

oligopéptidos producidos por accidon de las enzimas gastricas y pancreaticas son
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después hidrolizados por exo y endopeptidasas en la membrana intestinal de
borde en cepillo generando dipéptidos y tripéptidos (Soltero y Ekwuribe, 2005).
Posteriormente, los péptidos no digeridos y/o no absorbidos en el intestino
delgado entran al intestino grueso o colon a través de la valvula ileocecal donde
son metabolizados por la microbiota intestinal, especialmente bacilos del colon
como Escherichia coli (Arhewoh y col, 2005).
3. Hidrolizados proteicos

Cuando se habla de hidrdlisis proteica, en primer lugar quizas pensemos en la
digestion de las proteinas en nuestro cuerpo, la cual es mediada por la accion de
proteasas como pepsina, tripsina o quimiotripsina, que se produce en el estdmago
e intestino, y que va a generar la liberacién de aminoacidos y pequefios péptidos
que seran absorbidos por las células del endotelio digestivo. La esencia de la
hidrolisis proteica es la rotura del enlace peptidico, y en consecuencia la
generacion de péptidos de menor tamafio o incluso de aminoacidos libres. La
rotura de estos enlaces puede producirse por métodos quimicos o biologicos. Los
primeros incluyen la hidrélisis mediante el tratamiento con acidos o bases
(Korhonen y Pihlanto, 2003; Gonzalez-Aguilar y col, 2014). Hoy en dia, apenas se
utiliza la hidrolisis quimica debido a sus efectos perjudiciales sobre la calidad
nutricional del hidrolizado, ya que se destruyen L-aminoacidos, se forman D-
aminoacidos y compuestos toxicos como Lisinoalanina. Por otro lado, los métodos
biolégicos son aquellos que utilizan una proteasa para romper los enlaces
peptidicos. Estos métodos se realizan en condiciones mas suaves de pH y
temperatura que van a reducir la formacién de compuestos indeseables. La
propiedad fundamental de un hidrolizado, que va a determinar en gran medida las
restantes caracteristicas del mismo, es su grado de hidrdlisis, es decir, el
porcentaje de enlaces peptidicos rotos en relacion a la proteina original. El grado
de hidrdlisis final esta determinado por las condiciones utilizadas, es decir,
concentracion de substrato, relacion enzima / substrato, tiempo de incubacion y
condiciones fisicoquimicas como son el pH y temperatura. Otro factor que también
va a determinar el grado de hidrdlisis, es la naturaleza de la actividad del enzima,
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es decir su actividad especifica y tipo de actividad (Vioque y Millan, 2006; Mulero y
col, 2011).
a. Obtencidén de péptidos mediante hidrélisis enzimatica

Los hidrolizados enzimaticos han sido utilizados para muchos propdsitos, tales
como mejorar y/o modificar las propiedades funcionales de productos alimenticios,
en la formulacién de productos farmacéuticos y de aplicacion clinica especifica,
asi como para reducir la alergenicidad de la proteina y en la obtencion de péptidos
bioactivos (Tardioli y col, 2003). Durante la hidrdlisis de las proteinas, la eleccion
de la enzima y las condiciones del proceso influyen en la composicién de péptidos
en el hidrolizado, y por lo tanto en sus propiedades funcionales (Van der Ven y col,
2002).

Atendiendo a su grado de hidrdlisis (GH), los productos proteinicos pueden ser
clasificados en hidrolizados parciales (GH <10 %) y extensivos (GH >10 %), cada
uno de ellos presenta propiedades especificas que afectan su utilizacion (Vioque y
col, 2006). Para lograr lo anterior, un gran numero de enzimas exogenas han sido
empleadas satisfactoriamente en la produccion de hidrolizados proteinicos de
diferentes fuentes, por lo que un factor importante a considerar es la naturaleza de
la actividad enzimatica, es decir, su actividad especifica (Vioque y col, 2001).

4. Tipos de péptidos bioactivos

En los ultimos afios se han destinado muchos esfuerzos al estudio de las
diferentes actividades bioldgicas que los péptidos bioactivos pudieran tener sobre
el organismo, incluyendo su actividad antihipertensiva, hipocolesterolemiante,
antioxidante, antimicrobiana e inmunomoduladora, asi como su efecto opiaceo
(Mulero-Canovas y col, 2011). Siendo los péptidos bioactivos con propiedades
antimicrobianas e inmunomoduladoras los mas estudiados, y son aquellos que son
de origen lacteo y sus productos (Gauthier y col, 2006).

En la leche, y también en el huevo se encuentran la lactotransferrina y la
ovotransferrina. Ambas transferrinas poseen actividad antibacteriana frente a gran
variedad de microorganismos. Esta actividad puede ser ejercida al menos
mediante tres mecanismos distintos: secuestrando el hierro e impidiendo su

utilizacion por las bacterias, produciendo alteraciones en la pared bacteriana,
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mediante la estimulacién de la fagocitosis por macrofagos y monocitos (Kovacs-
Nolan y col, 2005). Los péptidos con actividad opiacea, también llamados
exorfinas, se definen como péptidos que presentan afinidad por receptores
opiaceos, y actuan mediante la union a receptores como moduladores exogenos
sobre la motilidad intestinal, permeabilidad epitelial, y liberacion de hormonas.
Estos péptidos han sido aislados de cereales, leche y tejidos animales
(Rutherfurd-Markwick y col, 2005).

En cuanto al estudio de péptidos antioxidantes presentes en alimentos, ha sido
un reto en los ultimos afios, habiéndose identificado numerosos péptidos que
presentan actividad antioxidante en diferentes alimentos y en derivados de ellos,
como hidrolizados de gelatina, hidrolizados de clara de huevo y productos lacteos,
entre otros. Estos péptidos actuan impidiendo que otras moléculas se unan al
oxigeno, al reaccionar-interactuar mas rapido con los radicales libres que con el
resto de las moléculas presentes en un determinado microambiente de membrana
plasmatica, citosol, nucleo o liquido extracelular (Graszkiewicz y col, 2007).
Recientemente se ha demostrado que los péptidos de la soja pueden ser
responsables, al menos en parte, de su actividad hipocolesterolémica, ya que se
ha observado que hidrolizados de proteina de soja mostraron un mayor descenso
del colesterol plasmatico que la proteina de soja intacta. Este efecto
hipocolesterolemiante de los péptidos bioactivos se atribuye a dos acciones de los
mismos: los péptidos bioactivos inhiben la absorcion del colesterol, posiblemente
debido a la represion de la solubilidad micelar del colesterol, algunos péptidos
pueden regular al alza los receptores LDL, que estan cronicamente suprimidos por
la hipercolesterolemia o administracion de colesterol de la dieta. Ademas de los
péptidos, los derivados de la soja, otros péptidos bioactivos con efecto
hipocolesterolémico, han sido obtenidos a partir de B-Lactoglobulina, hidrolizado
de proteinas de carne de cerdo y proteina vegetal (Brassica carinata) (Nagaoka y
col, 2001). Los principales péptidos aislados con actividad antitrombdtica se
encuentran presentes en la leche. A nivel molecular, la coagulacién, de la sangre
y de la leche muestra gran similitud. En la leche, el mecanismo de coagulacion es

definido por la interaccion de la k-caseina con quimosina, y el proceso de
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coagulacion de la sangre es definido por la interaccion del fibrinbgeno con
trombina (Darragh, 2002). Algunos trabajos se han centrado en la produccion y el
aislamiento de péptidos inhibidores de la ECA, procedentes de proteinas de
diferentes alimentos.

Algunos autores han encontrado que, en productos fermentados, péptidos con
actividad inhibitoria de la ECA podrian, también, presentar actividad antioxidante,
sugiriendo la presencia de actividad multifuncional en estos compuestos. Se han
buscado inhibidores competitivos exdégenos de esta enzima, a partir de distintas
fuentes (pescado, maiz, gelatina, veneno de serpiente, vino, etc.) (Gouda y col,
2006).

5. Péptidos antihipertensivos

Los péptidos antihipertensivos son los péptidos bioactivos mas estudiados de
los alimentos, ya que éstos muestran actividad por la inhibicion de la ECA, la cual
esta relacionada con la regulacion de la presion arterial por la modulacion del
sistema renina-angiotensina (Wang y Gonzalez de Mejia, 2005). La ECA es una
enzima que cataliza la conversion de la angiotensina | (decapéptido) en
angiotensina |l (octapéptido). La angiotensina Il es un compuesto de elevada
potencia vasoconstrictora. Su accidn provoca la contraccion rapida de las
arteriolas y, por tanto, el incremento de la presion arterial, ya que estimula la
secrecion de aldosterona por las glandulas suprarrenales, hormona que induce la
excrecion de potasio y la retencion de sodio y agua, y provoca el incremento del
volumen extracelular, y la neutralizacion de la produccion de renina. La renina
libera el decapéptido angiotensina | del sistema renina-angiotensina. Este sistema
es, quizas, el mas importante de los diferentes mecanismos vasoconstrictores y
vasodilatadores implicados en la regulacion de la presion sanguinea (Ondetti y
Cusgman, 1982; Mulero-Canovas y col, 2011). Dicho mecanismo de accion es
similar al de los farmacos, ya que los tres ultimos residuos de aminoacidos
adyacentes a la region C-terminal de los péptidos que presentan ésta actividad se
enlazan fuertemente al sitio activo de la ECA y se ha observado que estos tienen
una mayor especificidad de inhibicion hacia aquellos péptidos que contengan

residuos de aminoacidos hidrofébicos (aromaticos o ramificados) en las tres
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ultimas posiciones de la region C-terminal. Lo anterior aplica para péptidos de
cadenas cortas altamente activos como son: la mayor de los di y tripéptidos que
poseen residuos de Tyr (Y), Phe (F), Trp (W) o Pro (P) en el C-terminal, siendo el
W el que parece ser que confiere mayor potencial de inhibicion de la ECA. Con
respecto, a los residuos de aminoacidos que mas predominan en el grumo N-
terminal de los di y tripéptidos son la lle (I) y Val (V) (Mine y Shahidi, 2006). Cabe
mencionar que los peéptidos con residuos de aminoacidos como la Lys (K) y Arg
(R) en el C-terminal con carga positiva en el grumo amino ¢ puede también
contribuir en la inhibicion de la ECA. Sin embargo, se ha postulado que este
mecanismo de accion puede darse mediante interacciones de un enlace anidnico
en sitios distintos a la region catalitica del sitio activo produciéndose un tipo de
inhibicion alostérica (Fitzgerald y Meisel, 2000).

6. Las proteinas de la dieta: fuentes de biopéptidos

Las proteinas son componentes fundamentales de los alimentos, tanto
nutrimental como funcionalmente. Desde el primer punto de vista, son una fuente
de aminoacidos, los cuales son esenciales para el crecimiento y mantenimiento
del cuerpo. Desde el punto de vista funcional, estas afectan las propiedades
fisicoquimicas y sensoriales de los alimentos, asi como también, muchas
proteinas de la dieta pueden ejercer efectos fisiologicos benéficos en el cuerpo
humano, ya que poseen propiedades bioldgicas que hacen a estos componentes
ingredientes potenciales por su bioactividad o como alimentos promotores de la
salud. De igual forma estas proteinas pueden afectar la funcionalidad tecnoldgica
de los productos finales, por lo que es un factor esencial para aplicar o desarrollar
tecnologias para conservar o regular el aumento de componentes bioactivos en
sistemas alimenticios (Korhonen y col, 1998).

En las ultimas décadas, diversas investigaciones han mostrado que los
péptidos bioactivos pueden ser derivados de las proteinas de la dieta y estos
pueden estar presentes como entidades independientes o codificadas en la
proteina original, y que durante la digestion gastrointestinal o procesamiento de los
alimentos, estos péptidos son liberados de la proteina precursora (Vioque y col,
2006).
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a. Péptidos en Cereales

Los granos de cereales, como el trigo, la cebada, el arroz, el centeno, la avena,
el mijo, el sorgo y el maiz, han sido un elemento basico en la dieta humana desde
la antigledad. En la actualidad, existe un importante cuerpo de evidencia cientifica
que demuestra los beneficios sobre el consumo de cereales integrales en la
prevencion de las enfermedades crénicas, en particular en lo que respecta a la
diabetes, enfermedades cardiovasculares y el cancer (Cavazos y Gonzales de
Mejia, 2013).

Proteinas en cereales han demostrado tener efectos inhibitorios en los estudios
en humanos y animales. Las proteinas de trigo han demostrado ser un buen
estimulante de la colecistoquinina y el péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1)
cuando se expone a tejido duodenal humano, lo que podria fomentar el uso de
proteinas del trigo como ingrediente dietético en el control de peso (Geraedts y
col, 2010). Recientemente, Valverde-Salcedo y col. (2013), han demostrado por
medio de ensayos in vitro la actividad inhibitoria de DPP-VI en el trigo. También se
encontrd proteinas de avena con efectos inhibidores de la ECA in silico e in vivo
(Cheung y col, 2009). En cebada se observo una variedad de efectos inhibitorios
cuando se utiliza como aislado de proteina para la fortificacion de harina de trigo
en el pan (Aloo'Dutt y col, 2012). Prolaminas aisladas del arroz, mostraron un
mayor efecto antileucémico que el de gluteninas y gliadinas de trigo sin los efectos
inflamatorios afadidos de gluten (Chen y col, 2010).

En grano de amaranto se encontré un péptido como lunasina, que mostro
efectos preventivos en cancer, inhibiendo la acetilacién de histonas en el nucleo
de las células NIH-3T3 (Maldonado-Cervantes y otros 2010). Péptidos de
amaranto han demostrado por primera vez, tener una alta actividad de DPP-IV-
inhibidor y potencial antidiabético (Velarde-Salcedo y otros 2012), especialmente
en los péptidos expuestos a simulada digestion gastrointestinal (Velarde-Salcedo y
otros 2013). En otros estudios se han encontrado péptidos antihipertensivos de
maiz en estudios in vitro e in vivo (Lin y col, 2011).

E. MAIz
1. Origen y diversidad
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El origen y evolucidon del maiz han sido un misterio por que éste ha llegado a
nosotros altamente evolucionado (Figueroa-Cardenas y Aguilar-Garcia, 1997). El
unico avance real que ha ocurrido en este tiempo ha sido el llegar a un consenso
de que el teocintle, y en especial el teocintle anual mexicano, es el ancestro del
maiz cultivado (Goodman, 1988). Sin embargo, con el pasar de los afios se han
conocido muchas teorias acerca del origen del maiz, pero actualmente la mayoria
del pensamiento, considera unicamente tres teorias: la teoria mas antigua del
teocintle de Ascherson, la teoria tripartita en su forma modificada y la teoria del
ancestro comun. Dichas teorias consisten en lo que se mencionara a continuacion:
a) Teoria del teocintle

La teoria que postula que el teocintle anual mexicano, y solamente esta
planta, fue el ancestro del maiz cultivado, el cual fue originado mediante el
proceso de domesticacion llevada a cabo por la intervencién humana, actualmente
es la teoria general mas aceptada (Figura 3) (Beadle, 1980; Matsuoka y col,
2002).

b) Teoria tripartita

Esta teoria postula: 1) que el maiz cultivado fue domesticado de un maiz
silvestre palomero-tunicado sin nudos cromosomicos; 2) que el maiz sin nudos
cromosomicos se hibridd con el Tripsacum que tiene muchos nudos
cromosomicos terminales dando origen a un nuevo tipo de planta, el teocintle; 3)
que la hibridacion directa del maiz con Tripsacum o la introgresién de
germoplasma de Tripsacum via teocintle a maiz, dio origen a la mayoria de los
tipos modernos de maiz que existen en América (Mangesdorf y Reeves, 1939;
Reeves y Mangelsdorf, 1959 ).

c) Teoria del ancestro comun

La idea de un ancestro comun para el maiz, teocintle y Tripsacum fue
promovida al principio del siglo XX (Weatherwax, 1918). La hipotesis de que el
maiz fue domesticado de un maiz silvestre es parte de la teoria tripartita
(Mangelsdorf y Reeves, 1939). Por su ubicacion y caracteristicas fisiograficas,
México es considerado como uno de los paises con mayor diversidad bioldgica y

cultural en el mundo (Bye, 1993; Toledo, 1993). En base a la diversidad del maiz,
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SECUENCIA MORFOLOGICA DE LA POSIBLE
EVOLUCION DE LA MAZORCA
DEL TEOCINTLE Y EL MAIZ.

1 M

Teocintle TTrangicion Primitivo Divercificacion ~3

Elaborada por Antonio Serratos de fuentes diversas: Las
fotos 1y 2, de izquierda a derecha, son de la pagina web
del museo Koshland; 3 y 7 se tomaron de la pagina web
del laboratorio de John Doebley; las figuras 4 a 6 se
tomaron de lltis. Las fotos 8 y 9 son del maiz Cénico del
Altiplano (Antonio Serratos).

Figura 3. Secuencia morfolégica de la posible evolucion de la mazorca del

teocintle y el maiz.

Serratos-Hernandez, 2012
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se crearon otras teorias de su origen, una de ellas es la teoria multicéntrica, la
cual propone que el maiz fue originado y domesticado en varias regiones entre
México y Guatemala, habiéndose declarado cinco centros de domesticacion, con
base en patrones de distribucion muy particulares que se podran observar en la
Figura 4 (Kato y col, 2009; Sanchez-Vega, 2014). En cuanto a la diversidad del
maiz presente en México, es un ejemplo excepcional de la interaccion de la
humanidad con los recursos naturales disponibles. El proceso se ha iniciado hace
mas de seis mil afos, y operado inicialmente sobre sus ancestros silvestres,
centralmente el teocintle; de esta forma el producto es una extraordinaria
diversidad de formas, texturas, colores, comportamientos y adaptaciones
geograficas de la gran diversidad de este cereal, y con la que muy pocas especies
se compara (Kato y col, 2009; Sanchez-Vega, 2014).
2. Razas criollas de maiz

El término “raza de maiz” se define como un grupo de variedades que tienen
la mayoria de sus caracteristicas similares o idénticas; otra definicion de raza es
un grupo de individuos relacionados, con bastantes caracteristicas en unidades
taxonomicas para cultivo (Brickell y col, 2009; Aguayo-Rojas, 2015). En México
han sido reportadas diferentes razas de maiz, debido a su biodiversidad genética.
Diversos autores desde mediados del siglo pasado como Wellhausen y col.
(1951), describieron a partir de una coleccion de mas de 2000 prehistoricas y
cuatro razas modernas incipientes; ademas de mencionar que existian otras siete
razas no bien definidas (Cuadro 2) (Preciado-Ortiz y Montes-Hernandez, 2011).
En el Cuadro 2 se presenta el descubrimiento de nuevas razas de maiz (Ron y
col, 2006); en 1970 Hernandez y Alanis describieron cinco razas nuevas; Ortega
(1979) propuso 15 razas adicionales; Benz (1986) aumentd cinco razas mas y
Sanchez y col. (2000) incluyeron una raza mas, para un total de 59 razas de
maices nativos en México. Ortega (2003), reconocié que puede haber mas, solo
menciono 41 razas. La diversidad y cantidad de razas de maiz en México es muy

superior en el occidente del continente latinoamericano, y escasa en el oriente. Es
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Centros de origen -domesticacion
O Centros de diversificacion
* Rutas de migracién

Centros de origen-domesticacion
1 Complejo Mesa central

2 Complejo Pepitilla

3 Complejo Tuxpenio

4 Complejo Zapalote

5 Complejo Altos de Guat:

() Centros de diversificacién
I Macroregion Mesa Central

II Macroregion Oax.-Chis.-Guatemala 4
Il Macroregién Occidente de México \

IV Macroregion Norte

Figura 4. Mapa de Meéxico con las localizaciones de los centros de origen-

domesticacion y los centros de diversificacion primaria del maiz

Kato y col, 2009
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Cuadro 2. Razas de maiz de México

Hernandez
Alanis (1970)

y Ortega (1979)

Benz (1986)

Sanchez y col,
(2000)

Apachito
Azul
Bofo

Gordo

Tablilla de ocho

Ancho
Cosmomatepec
Cristalino de
chihuahua

Elotero de
Sinaloa
Motozinteco

Nal tel de altura

Negro de
Chimaltenango
Palomero de
Chihuahua

Ratén

Tuxpefo nortefio

Chatino maizon
Choapaneco
Mixefo

Mixteco

Serrano mixe

Negrito

Modificado de Ron y col, 2006.
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probable que no exista una raza pura de maiz en el sentido de que todos los
individuos que componen dicha raza sean homogéneos genéticamente. Sin
embargo, estudios recientes indican que la diversidad del maiz ha permanecido
relativamente estable desde que comenzé a realizar formalmente las colectas de
muestras, las primeras 25 razas de maiz en México, agrupandolas en cuatro razas
indigenas antiguas, cuatro razas exaoticas pre-colombinas, 13 razas mestizas de
maiz hace 60 anos (Perales y Colicher, 2014). En muchas de estas razas se
presentan variantes en la coloracion del grano que van desde negro hasta rosa
palido, con los colores rojo y azul/morado como los mas comunes (Salinas Moreno
y col, 2013). Los maices pigmentados son producidos por agricultores de
subsistencia, en suelos marginales y en pequeias superficies, y la mayor parte de
su produccion es para autoconsumo (Salinas Moreno y col, 2013). Estas
coloraciones se deben principalmente a las antocianinas, uno de los principales
grupos de pigmentos vegetales visibles al ojo humano (Kong y col, 2003). El maiz
azul ofrece algunas caracteristicas nutricionales muy interesantes destacando:
una menor cantidad de almidén, un indice glucémico menor al maiz normal
(interesantemente para personas diabéticas), y una carga proteica superior en un
20% al maiz blanco (Méndez y col, 2005). En México existe una gran diversidad
de maiz azul. También existe variabilidad en tamano, densidad y dureza del grano,
asi como su composicidn quimica, las cuales estan definidas por el factor
genético, practicas de cultivo, condiciones climaticas y tipo de suelo, asi como la
interaccion entre estos factores. En diferentes regiones del pais se cultivan
variedades criollas de maiz azul. Los mas importantes son el tabloncillo y el
chalquefio (Agama- Acevedo y col, 2011). Se ha reportado que los maices criollos
azules y morados de México, tienen mayor cantidad de antocianinas asiladas
(63.4-82.9 %), lo cual las hace mas estables a cambios de pH y temperatura
comparadas con las no asiladas, esto a su vez les da mayor estabilidad para la
aplicaciéon de generacion de alimentos funcionales (Collison y col, 2015; Mora-
Rochin y col, 2016).

3. Estructura del grano de maiz
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En botanica, al grano se le denomina caridépside o cariopsis, en el cual el
revestimiento de la semilla y la semilla de la fruta se fusionan para formar un
grano. El grano esta compuesto de: germen, endospermo, pericarpio, capa de
aleurona y pedicelo (Figura 5). Cada una de estas tiene composicidn quimica
diferente (Eckhoff y col, 2003).

a Germen

Representa aproximadamente del 10 al 13% en base seca (bs) del grano
entero, es la parte primaria del grano de maiz necesaria para el proceso de
reproduccion; contiene todas las enzimas, nutrimentos y componentes esenciales
para producir una nueva planta (Eckhoff y col, 2003).

b Endospermo

En la mayoria de las variedades de maiz, el endospermo representa
aproximadamente 80% del peso del grano, este presenta un alto contenido de
almidon, y es el segundo tejido de reserva del grano, su capa exterior es una capa
de aleurona, la cual contiene células con granulos ricos en proteinas y minerales,
asi como pigmentos que hacen que los granos presenten diversos colores (azul,
negro o purpura) (Watson, 1987).

c Pericarpio

Representa del 5-7% del peso total del grano (bs) (Eckhoff y col, 2003). Es
la capa que encierra a la semilla, la cual a su vez se divide en epicarpio,
mesocarpio y endocarpio. El pericarpio esta compuesto por una sustancia cerosa
(cutina) que cubre a la epidermis; esta capa retarda la absorcion de la humedad
en el interior del grano.

d Aleurona

Representa el 2.2 % en peso seco del grano. Esta compuesta por una capa
simple de células de pared celular finas que se encuentra rodeando al
endospermo y al germen. Las células de aleurona son ricas en cuerpos proteicos
discretos y lipidos (White, 2010).

e Pedicelo
Representa aproximadamente el 0.7 al 2% del peso del grano (bs). El

pedicelo es la estructura celular con la que el grano se encuentra unido al olote.
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Endosperm

Aleurone

Pericarp

Figura 5. Principales partes del grano de maiz
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Las células del pedicelo estan conectadas con la capa de células cruzadas
del pericarpio y son responsables de la absorcion de liquidos del pedicelo al
pericarpio (Watson, 1987).

4. Composicion quimica y valor nutricional

La composicion quimica del maiz varia de acuerdo a las condiciones
climatoldgicas, variedad (genotipo) y condiciones de crecimiento; a su vez, dentro
de las distintas zonas del mismo grano, su composicion varia de un lugar a otro.
En el Cuadro 3 se muestra la composicion quimica del maiz. El pericarpio se
caracteriza por un elevado contenido de fibra cruda (aproximadamente 87%), que
a su vez esta formada esencialmente por hemicelulosa (67%), celulosa (23%) y
lignina (0.1 %) (Eckhoff y col, 2003). El endospermo, en cambio, contiene un nivel
elevado de almiddén (87%), aproximadamente 8% de proteinas y un contenido de
grasa cruda relativamente bajo (0.8%). Por ultimo, el germen se caracteriza por un
elevado contenido de grasa, el 33 % por término medio, y contiene también un
nivel relativamente elevado de proteinas (préximo al 20 %) y minerales (Singh y
col, 2011).

a. Proteinas
Las proteinas representan aproximadamente el 10.3 % del grano integral,

encontrandose principalmente en el endospermo (74 %) y el germen (26%)
(Martinez, 1997). La distribucion de las proteinas en el maiz es de 8 % de
albuminas (proteinas solubles en agua), 9 % de globulinas (solubles en soluciones
salinas), 40 % de gluteinas (solubles en hidroxido de sodio) y 39 % de prolaminas
(zeinas) (Eckhoff y col, 2003).

El maiz, como todos los cereales, es deficiente en aminoacidos esenciales
como lisina y triptéfano (FAO, 2013), dos de los ocho aminoacidos esenciales,
aquellos que el hombre no puede sintetizar. Aun, con la ausencia de estos
dos aminoacidos, tanto las albuminas como las globulinas y las gluteinas
contienen un adecuado balance de aminoacidos esenciales y representan un alto
contenido del aminoacido esencial leucina (Krehl y Barboriak, 1971).

HAY MUCHO ESPACIO LIBRE
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Cuadro 3. Composicién quimica de las principales partes del grano de maiz (%)

Componentes quimicos Pericarpio Endospermo Germen
Proteinas 3,7 8,0 18,4
Extracto etéreo 1,0 0,8 33,2
Fibra cruda 86,7 2,7 8,8
Cenizas 0,8 0,3 10,5
Almidon 7,3 87,6 8,3
Azucar 0,34 0,62 10,8

Watson, 1987
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b. Lipidos

Se encuentran principalmente en el germen (84 % de los lipidos del grano) y
en el endospermo (16%). Casi todos los lipidos en el grano de maiz son
triglicéridos libres, y estan compuestos principalmente por &acidos grasos
poliinsaturados como acido linoleico (18:2) 58.7-61.9 % y oleico (18:1) 24.1 a
26.6%. A su vez, contienen en menor proporcion, acido palmitico (16:0) 11 a 11.5
%, acido estearico (18:0) 2 a 2.2 % y acido linolenico (18:3) 0.7 a 0.8 % (Paredes-
Lopez y col, 2000). Ademas, los acidos grasos saturados pueden afectar
negativamente factores relacionados con enfermedades cardiovasculares;
mientras que los acidos grasos poli-insaturados pueden tener efectos benéficos en
el sistema cardiovascular.

Es por eso que el aceite de maiz goza de buena reputacion, debido a la
distribucidn de sus acidos grasos, fundamentalmente el acido linoléico (Benitez,
2006).

c. Carbohidratos

Al igual que todos los cereales, el maiz es fuente importante de carbohidratos
encontrandose entre los principales tejidos del maiz pero principalmente en el
endospermo. Estos compuestos quimicos se dividen en simples y complejos. Los
carbohidratos simples (azucares) constituyen cerca del 2% del peso total del
grano, cerca del 65% se encuentran en el germen. El 69% de los carbohidratos del
germen son glucosa (Jackson y Shandera, 1995). Ademas, contienen
monosacaridos libres como D-fructosa y D-galactosa, disacaridos como la
sacarosa y maltosa, trisacaridos (rafinosa) y oligosacaridos; conforme madura el
grano, disminuye el contenido de azucares y aumenta el de almidén (Jackson y
Shandera, 1995; Benitez, 2006).

Los carbohidratos complejos (polisacaridos) generalmente representan un
poco mas del 71.5% del peso total del grano. Los polisacaridos de mayor
importancia en el maiz son los estructurales y los de reserva. Los carbohidratos
estructurales son aquellos componentes que forman parte de las estructuras de

las paredes celulares del grano. Los carbohidratos de reserva (almidén) son
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polisacaridos de almacenamiento energético de gran importancia en el maiz
(Boyer y Shannon, 1988).
d. Fibra dietaria

La fibra dietaria es uno de los mas importantes constituyentes de la dieta,
debido a que el hombre moderno consume aproximadamente la mitad de lo
recomendado. Los granos integrales incluyendo al maiz aportan cantidades
significativas de fibra dietaria, especialmente insoluble que mejora la funcion
gastrointestinal y previene la constipacion, diverticulosis, hemorroides, cancer de
colon y la diabetes, ademas de que se asocia a un decremento de riesgo de
muerte por enfermedad cardiaca isquémica, desarrollo de ataques isquémicos vy
enfermedad cardiaca fatal y no fatal (Ruiz, 2005; Serna-Saldivar y col, 2011).

El efecto saludable de la fibra puede ser debido a la accidén sinérgica y
acumulativa de sustancias bioactivas en la dieta, es decir no solo consumir la
dosis diaria recomendada (25-35g/personal/dia), es necesario complementarla con
una dieta saludable (Okarter y Liu, 2010; Gonzales-Aguilar y col, 2014).

Después de los hidratos de carbono (principalmente almidon), las proteinas
y los lipidos, la fibra dietaria es el componente quimico del maiz que se encuentra
en cantidades mayores. Los hidratos de carbono complejos del grano de maiz se
encuentran en el pericarpio y la pilorriza, aunque también en las paredes celulares
del endospermo y, en menor medida, en las del germen (FAO, 1993).

e. Vitaminas
El Maiz presenta principalmente dos vitaminas liposolubles: la provitamina A
(B-caroteno, 2.5 mg/kg) y la vitamina E (17-47 U/Kg). El B-caroteno es fuente
importante de vitamina A, ya que es precursor de este componente (Mishra y
Singh, 2010; Ku y col, 2014). Los carotenoides se encuentran principalmente en
maiz amarillo, en cantidades que pueden ser reguladas genéticamente; por otro
lado, el maiz blanco carece de este tipo de compuestos. La mayoria de los
carotenoides se encuentran en la region del endospermo duro del grano y algunas
trazas en el germen (FAO, 1993; Kean y col, 2008).
Los tocoferoles o vitamina E son considerados como el segundo mas

importante mecanismo de defensa contra radicales libres y estrés oxidativo. Estos
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potentes antioxidantes previenen la oxidacion de lipidos, acidos grasos poli-
insaturados y lipoproteina de baja densidad (LDL) que conllevan a una
exacerbacion de las enfermedades cardiovasculares (Serna-Saldivar, 2010; Tahan
y col, 2011; Vargas y col, 2014). La mayor concentracién de esta vitamina
liposoluble se encuentra asociada al germen. El maiz contiene de 0,03 a 0,33% de
tocoferoles en su aceite, siendo las formas a y y-tocoferol las mas abundantes
(Barros, 2009).

Las vitaminas hidrosolubles se encuentran mayoritariamente en la capa de
aleurona del grano, en el germen y endospermo. La asociacion de la ingesta de
maiz con la enfermedad pelagra se debe a los bajos niveles de niacina del grano
(9.3 a 70 mg/kg), aunque se ha demostrado experimentalmente que también son
importantes los desequilibrios de aminoacidos como proporcion de leucina-
isoleucina y la cantidad de tript6fano asimilable (Patterson y col, 1980; Bravo-
Pérez, 2014).

f. Minerales

Los minerales representan 1.4% del grano entero del maiz, donde la mayoria
de estos se encuentran en el germen, el 78% del contenido total de minerales se
localizan en esta parte del grano. El fésforo (en forma de fitatos) y el magnesio son
los minerales mas abundantes, localizados en el embrion, con valores del 0.9% en
maiz comun (FAO, 1993; Bravo-Pérez, 2014).
g. Almidén

En el grano de maiz, el almidon representa el 68-80%. El carbohidrato de
reserva (almidén) es un polisacarido de almacenamiento energético de gran
importancia en el grano de maiz. Se encuentra en el endospermo (68-80%), y en
menor cantidad en el germen, pericarpio y pedicelo (Paredes-Lépez y col, 2000;
Benitez, 2006; Bravo-Pérez, 2014).

El almidon esta formado por dos polimeros de glucosa: amilosa (estructura
esencialmente lineal, formada de unidades glucopiranosa, unidas por enlaces a-D-
1,4) y amilopectina (polimero formado por unidades de glucopiranosa, unidas por
enlaces a-D-1,4 y ramificado con cadenas de bajo grado de polimerizacion unidos

mediante enlaces a-D-1-6). La composicion del almidon esta determinada
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genéticamente de manera que en el maiz comun, los granulos de almidén
contienen 25% de amilosa, y 1% en maiz "ceroso" (rico en amilopectina) (Watson,
1987; Tang y col, 2002; Agama-Acevedo, 2013). Una parte del almidon que es
ingerido, puede ser resistente a las enzimas digestivas humanas y puede pasar al
colon de la misma manera que la fibra dietaria, y se conoce como almidén
resistente (EURESTA, 1993; Gonzalez-Aguilar y col, 2014). En la industria
alimentaria, para la obtencion del almidon de maiz es comun utilizar la molienda

humeda, que ademas, se pueden obtener otros subproductos (Uriarte-Aceves vy

col, 2015).
F. PROCESAMIENTO DEL MAIZ
1. Nixtamalizacion

La base culinaria de la cultura indigena Mesoamericana fue la gama de
productos obtenidos principalmente del maiz nixtamalizado (coccion con calcio)
(Serna-Saldivar, 2009). Este proceso consiste en el cocimiento del grano de maiz
en abundante agua, 1kg de grano de maiz por 2 a 3 L de agua, adicionada con un
alcali, preferentemente Ca(OH)2, sometido a temperaturas menores a la ebullicién,
durante 30 a 45 min, dependiendo de la dureza del maiz (>dureza>tiempo) (Ruiz-
Gutiérrez y col, 2012).

La gran variedad de alimentos producidos de la masa son consumidos
como botanas, parte del desayuno o como alimentos principales; ademas, durante
la nixtamalizacion, se aumenta la biodisponibilidad de niacina, se mejora la calidad
de la proteina, se aumenta el contenido de calcio y se reduce la concentracion de
aflatoxinas en los productos de la masa (Paredes-Lopez y col, 2009; Aguayo-
Rojas, 2015). Siendo la tortilla el principal producto obtenido a partir del maiz, por
lo que se considera un alimento basico en la dieta de la mayoria de los mexicanos.
Independientemente del nivel socioecondmico, la tortilla es un acompanante
frecuente en los platillos de la gastronomia mexicana en los tres horarios de
alimentos: almuerzo, comida y cena (FIRA 2008).

2. Extrusion
La extrusion es un proceso que combina varias operaciones unitarias,

incluyendo mezclado, cortado, calentamiento, enfriamiento y formacion del
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producto. Involucra compresion y trabajo sobre un material para formar una masa
semisolida bajo condiciones controladas y, finamente, se forza a pasar esta masa
semisolida a través de un area diminuta a una velocidad determinada. La coccion
por extrusion es un proceso de alta temperatura y tiempo corto, en el cual
materiales alimenticios humedos, almidonosos y de origen proteinico son
plastificados y cocidos en un tubo, por una combinacion de humedad, presion,
temperatura y esfuerzo cortante, resultando en transformaciones moleculares y
reacciones quimicas (Castells y col, 2005). Esta tecnologia tiene algunas
caracteristicas positivas unicas comparadas con otros procesos térmicos, debido a
que el material es sujeto a un intenso corte mecanico, esto puede romper enlaces
covalentes de biopolimeros, ademas, el intenso rompimiento y mezclado facilitan
la modificacion de las propiedades funcionales de los alimentos y de los cambios
en su textura (Carvalho y Mitchelle, 2000); adicionalmente, la extrusion
desnaturaliza enzimas indeseables e inactiva algunos factores antinutricionales,
esteriliza el producto final y retiene el color y el sabor de los alimentos (Camire,
Caminre, y Krumhar, 1990; Alam y col, 2016).
3. Molienda Himeda
a. Aspecto Histoérico

Algunos testimonios historicos sefalan que el maiz comenzé a industrializarse
alrededor del afio 1844 con el proposito de obtener almidon (Eckhoff, 1992).
Anteriormente, solo se empleaban como materias primas el trigo y la papa, por lo
que el almidén era el unico producto resultante de dicha extraccidon. Asi, en un
principio el almidon era el unico producto resultante en los granos de maiz, siendo
descartados los demas constituyentes del grano. Posteriormente, las mejoras
introducidas al proceso llevaron al aprovechamiento de la fibra, el germen y la
proteina, de esta forma se logré maximizar el proceso (lllinois Magazine, 2002).

Progresivamente comenz6 a obtenerse dextrosa y alimento para ganado,

sin embargo, a finales del siglo XIX se realiz6 en Estados Unidos de América la
primera produccion comercial de aceite de maiz, y para el siglo XX, el empleo de
la tecnologia de enzimas permitié la obtencion de otros productos tales como

maltodextrina o jarabe de maiz de alta fructosa (Eckhoff, 1992).
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En la actualidad, cada porcion del grano es aprovechada para obtener un
gran numero de productos que se destinan al consumo directo o bien son
empleados como insumos en otras industrias (Haros y col, 2004).

b. Descripcion del proceso

La molienda humeda es un proceso industrial que involucra operaciones
quimicas, bioquimicas y mecanicas para separar el maiz en fracciones
relativamente puras de almidon, gluten, germen y fibra (Haros y col, 2004; Uriarte-
Aceves y col, 2015). En general la molienda humeda consta de cinco etapas
basicas para lograr la separacion: remojo, recuperacion del germen y fibra,
separacion de la proteina y lavado del almidon. En la primera etapa, el maiz se
somete a un proceso de remojo con una solucién al 0.1-0.2% de dioxido de azufre
a temperatura controlada (45-55°C) por 24 a 52 horas, lo cual suaviza la estructura
del grano, impide su germinacion, solubiliza algunos compuestos y promueve el
desarrollo de bacterias del género Lactobacillus (Serna-Saldivar, 1996; Haros y
col, 2004).

Estas caracteristicas del proceso generan condiciones favorables para la
separacion de los componentes, especialmente proteinas, después de la molienda
(Eckhoffy Tso, 1991). Durante el proceso de remojo, se solubilizan de 5-7% de los
sélidos constituidos primordialmente por proteinas del germen (albuminas y
globulinas), acido lactico, minerales, acido fitico y vitaminas hidrosolubles del
complejo B (Serna-Saldivar, 1996). Después de la etapa de remojo, los granos
propiamente acondicionados y modificados a través del tratamiento azufrado vy
bacteriano son sometidos a una primera molienda, donde el germen es liberado de
forma integra (Serna-Saldivar, 1996), para posteriormente trasladar las particulas
de grano molido a un sistema de hidrociclones, el cual separa facil y
eficientemente al germen por su baja densidad. El germen posee una menor
densidad que el endospermo, ya que esta constituido principalmente por aceite
(p= 0.9 g/cm?®) y proteina (p=1.06 g/ cm?), y carece de granulos de almidon (p=
1.4-1.6 g/cm3®) (Serna-Saldivar 1996). Una vez separado, el germen es
deshidratado parcialmente con un filtro prensa y se seca para canalizarse a la

industria de extraccion y refinacion de aceite, mientras que la fraccion restante, es
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sometida a una segunda molienda, la cual permitira liberar el almidén de la
estructura celular del endospermo y la matriz proteica debilitada (Singh y Eckhoff,
1996). La fraccion de fibra, la cual contiene el pericarpio y componentes de la
pared celular (Serna-Saldivar, 1996), es removida con una serie de tamices. El
almidon con densidad mayor que el gluten (matriz y cuerpos proteinicos) se
separa primeramente en un sistema de centrifugas para obtener un producto
parcialmente refinado con 2.5- 5% de proteina (Serna-Saldivar, 1996). El resto del
gluten se separa usando un sistema de hidrociclones (Singh y Eckhoff, 1996) de
10 mm de diametro (Blanchard, 1999), que incrementa la concentracion del
almidon hasta un valor mayor a 99.5% (bs), y que contiene de 0.25 a 0.35% de
proteina, 0.5 a 0.6% lipidos y menos de 0.1% minerales (Hebeda, 1987). Los
sélidos recuperados del proceso de molienda humeda son agua de remojo,
germen, fibra, gluten y almidon.
c. Uso del almidén y co-productos

Los co-productos de molienda humeda tienen propiedades nutritivas
importantes que agregan valor a las raciones alimenticias y programas para el
ganado. Desde el punto de vista nutritivo y monetario. Los co-productos
principales del proceso de molienda humeda son gluten, fibra, y nutrientes
solubles; los cuales son la base para los alimentos principales de la industria, el
alimento de gluten de maiz (AGM) y la harina de gluten de maiz (HGM). Otros
productos son el almidén hidrolizado que se hace durante la conversién de
almidon de maiz a dextrosa y jarabes de alta fructosa; salvado humedo, que
consiste en la cascara sin secar y cantidades residuales de almidon y proteina; y
concentrado de licor de remojo desecado, fabricando secando cantidades grandes
de agua de remojo de maiz sobre salvado de maiz o germen de maiz (Bello-
Pérez, 1995). FABRICANDO SECANDO????

La harina de gluten de maiz es alta en proteina y energia. Consiste en
proteina (gluten), que se separa en el proceso de la molienda humeda del maiz,
ademas de cantidades pequeinas de almidon vy fibra no recuperada en el proceso
de separacion primario. Este concentrado de alta energia comunmente se provee

a razén de 60 % de proteina. La harina de gluten de maiz es una fuente valiosa de
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metionina para completar otras fuentes de proteina que se utilizan comunmente.
El contenido alto de xantdéfila en harina de gluten de maiz hace que el producto
sea particularmente valioso como ingrediente de pigmentacion eficiente en los
alimentos avicolas. La harina de gluten de maiz, por sus altos niveles de proteina
es un excelente ingrediente alimenticio para el ganado (Aguilar-Zamarripa, 2008).

Ademas de la utilizacién de estos co-productos como son la HGM en la
industria avicola y en ganado, recientes estudios demuestran que a partir de estas
harinas su pueden obtener péptidos bioactivos que son benéficos para la salud
(Moller y col, 2008; Feng y col, 2011).
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IV JUSTIFICACION

La molienda humeda es un proceso para la obtencion principalmente de
almidon, sin embargo, este proceso genera otros co-productos, principalmente la
harina de gluten de maiz la cual es un producto alto en proteina, debido a que este
co-producto es utilizado principalmente para alimentos de forraje para ganado, se
ha intentado buscar otro uso de este co-producto para el beneficio del ser

humano.

Sinaloa posee una gran biodiversidad de maices pigmentados (13 razas de
maices criollo), entre estos, destaca el maiz azul, que en los ultimos afos se ha
reportado que su consumo posee beneficios a la salud. Sin embargo, el potencial
industrial que poseen estos genotipos es muy escaza, por lo que estudiar sus
propiedades a partir de los co-productos obtenidos por el proceso de molienda

humeda, resulta importante para incrementar la produccion de maiz azul.

Debido al conocimiento de las propiedades nutracéuticas que tiene el maiz,
es importante estudiar sus péptidos bioactivos, ademas aprovechar la fraccion
proteica obtenida por molienda humeda (harina de gluten de maiz) y evaluar el
efecto benéfico en enfermedades como son HTA.
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V HIPOTESIS

Es posible obtener hidrolizados proteicos con actividad antihipertensiva, en
la harina de gluten de maiz obtenida por el proceso de molienda humeda.
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VI OBJETIVOS
A. OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antihipertensiva por medio de la actividad inhibitoria de la
enzima convertidora de angiotensina (ECA) de la fraccidn proteica de maiz
obtenida por el proceso de molienda humeda.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener la harina de gluten de maiz criollo azul a partir de molienda
humeda.

2. Determinar la composicién quimica de los granos de maiz criollo azul y la
harina de gluten de maiz.

3. Obtener el hidrolizado proteico de las harinas de gluten de maiz criollo azul.

4. Determinar el contenido de proteina soluble y actividad antioxidante.

5. Identificar las proteinas de maiz criollo azul y harina de gluten de maiz
(SDS-page).

6. Determinar la actividad inhibitoria de la ECA.

7. Determinar la biodisponibilidad in vivo del hidrolizado proteico.
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VIl MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES

Se utilizaron semillas de maiz (Zea mays L.) criollo azul del estado de
Sinaloa. Después de la cosecha, los granos fueron almacenados en refrigeracion.
B. METODOS
1 Caracteristicas fisicas de los granos de maices criollos amarillo y rojo
a Peso de 1000 semillas

El peso de 1000 granos fue determinado seleccionando al azar 100 granos
de un lote de granos enteros y limpios, los cuales se pesaron en una balanza
analitica, el peso obtenido se multiplicé por 10. La prueba se realizo por triplicado.
b Peso hectolitrito

La determinacion del peso hectolitrico (kg/hL) fue realizada de acuerdo al
procedimiento 55-10 de la AACC (1995), haciendo uso de una micro escala.
Donde fue utilizado un recipiente de volumen conocido (1 L) el cual se llené con
granos de maiz y se pesaron en una balanza analitica. El peso hectolitrico se
obtuvo, al multiplicar el peso de los granos por 100. Estos valores fueron
calculados en 10 réplicas.
¢ Distribucion de fracciones anatémicas del grano

El pericarpio, endospermo, germen Yy pedicelo, fueron separados
manualmente después de la inmersion de 50 g de grano en 100 mL de agua
destilada durante 20 minutos. Después de drenar el agua, los granos humedos
fueron separados manualmente en las diferentes fracciones (pericarpio,
endospermo, germen y pedicelo). Las fracciones se secaron en un horno a 60°C, y
el peso fue registrado para calcular porcentajes relativos.
2. Composicién quimica

Se determin6 de acuerdo a métodos oficiales de AOAC (1999), Humedad,
proteina cruda, grasa cruda y cenizas a granos de maiz sin procesar.
a. Humedad

Se determiné acorde al método 925.098 de la AOAC (1999). Se calculd la
pérdida de peso de 2 g de muestra, después de calentar a 130 °C por una hora en

una estufa con circulacion de aire. La prueba se realiz6 por triplicado.
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b. Proteina

Se utilizd el método 46.12, micro Kjeldahl, de la AOAC (1999) para la
determinacién de nitrégeno en un sistema Kjeltec (Mod 1009 y 1002, Tecator,
Suecia). Se digirieron 0.2 g de muestra con 5 mL de acido sulfurico y mezcla
reactiva de selenio (Merck Co., Alemania) a una temperatura de 200°C. En la
destilacion de la muestra, previamente diluida con 25 mL de agua, se empleo
disoluciones de NaOH al 40% y acido bdrico al 4% como indicador para recibir el
destilado. La titulacién se llevo a cabo con una disolucion valorada de HCI 0.1 N.
Posteriormente, la proteina cruda se calculé por multiplicacién del contenido de
nitrogeno total por el factor 5.85.
c. Lipidos

Se determindé de acuerdo al método 920.39 de la AOAC (1999). Las
extracciones se realizaron en muestras de 3-4 g de harina, que pasaron a traves
de malla 80 (0.180 mm). Se utilizé el equipo Saxtec System HT 1043 Extraction
Unit (Tecator, Suecia); se usé como disolvente éter de petrdleo. La prueba se
realizo por triplicado.
d. Cenizas

Se utilizd el método 934.01 de AOAC (1999). Se pesaron 3 a 5 g de
muestra, la cual fue colocada en un crisol de porcelana, y se sometieron a
incineracion en mufla a 550°C hasta que resulte una ceniza gris luminosa o a peso
constante; se enfriaron en un desecador y se pesaron al alcanzar la temperatura
ambiente. La prueba se realizé por triplicado.
3. Proceso de molienda humeda utilizado para la extraccion de almidéon de

maiz criollo azul

a. Procedimiento de 100 g

Se empled el procedimiento de 100 g propuesto por Eckhoff y col, (1996),
modificado por Singh (1997) y Cabrales (2006). Todas las fracciones obtenidas se
secaron mediante el procedimiento de dos etapas basado en los métodos de la
AACC 44-152 y 44-19 (2000). El porcentaje de rendimiento se calcul6 en base
seca (%bs) para cada fraccion.

1) Etapa de remojo
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Muestra de maiz (100g) fue colocada en un matraz con 180 mL de la
solucion de remojo conteniendo 2,000 ppm de dioxido de azufre y 0.5% (p/p) de
acido lactico, la cual se ajusto a un pH de 3.75 con una solucion de bicarbonato de
sodio 0.2 M (Cabrales y col, 2006). El matraz con la muestra se mantuvo a 52°C
en un bafo maria sin agitacion durante 24 h. Transcurrido el tiempo de remojo, el
liquido se drend en una probeta graduada de 250 mL, se determind su volumen y
se realizo la cuantificacion de soélidos mediante el método de secado de dos
etapas (49°C por 12 h y posteriormente 139°C por 2 h) (AACC, 1983).

2) Primera molienda

Los granos de maiz acondicionados previamente, se molturaron en agua
(1:1) durante 4 minutos en una licuadora equipada con un contenedor de 1 L y
aspas de acero inoxidable (previamente modificadas para limitar el esfuerzo de
corte al redondear las orillas y eliminar el filo). Las dimensiones de las aspas eran:
6.2 cm de largo, 0.3 cm de espesor y 1.0 cm de ancho con un angulo de
aproximadamente 40°. La velocidad de las aspas se mantuvo aproximadamente a
7,500 a 7,600 rpm.

3) Recuperacién del germen y fibra gruesa

La mezcla obtenida después de la primera molienda se transfirid, junto con
500mL de agua, a un tamiz de malla no.7 (2.8 mm) pesado previamente, colocado
en el centro de un contenedor de 10 L. El arreglo se someti6 a agitacion durante 5
min, en un agitador de tamices automatico, durante los cuales la mezcla fue
peridbdicamente dispersa alrededor del tamiz con una espatula. El tamiz con el
germen y la fibra gruesa (pericarpio) se lavaron con 250 mL de agua destilada y se
secaron en una estufa a 49°C por 12 h. EIl tamiz se pes6 por diferencia, se
determind el peso del material retenido. Ambas fracciones fueron separadas de
manera manual con ayuda de unas pinzas quirurgicas de acero inoxidable.

4) Segunda molienda

La mezcla sin germen vy fibra gruesa (la que atraveso el tamiz con la malla
7) se paso a través de un molino de platos. Se utilizaron 250 mL de agua para
lavar el molino, contenedor y equipo utilizado. El agua de lavado se retuvo junto

con la muestra.
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5) Separacion de la fibra fina

Después de la segunda molienda, la pasta se dejé sedimentar durante 30 a
45 min, después de los cuales se decantaron aproximadamente 750 mL del
liquido. La pasta fue transferida a un tamiz con malla 200 (75 micrémetros)
ajustado sobre un contenedor de 10 L. El arreglo se colocd en un agitador de
tamices y se mantuvo en funcionamiento durante 5 min, durante los cuales se
vertio el liquido decantado en la etapa anterior y 500 mL mas de agua destilada. El
material retenido en el tamiz (fibra fina) se separ6 con una espatula para eliminar
el agua y fue transferido a un recipiente previamente tarado para someterlo al
procedimiento de secado en dos etapas.
6) Separacion almidén-proteina

El liquido que logré atravesar el tamiz con malla 200, que consiste en una
mezcla de almidén y proteina, se dejé sedimentar durante 90 min, después de los
cuales fueron separados aproximadamente 1200 mL del liquido. La fraccion mas
concentrada, se mezcld y ajusté a una densidad especifica de 1.04-1.045 g/cm?,
la cual se midié con un densimetro. La separacion de almidon-proteina se realiz6
usando un canal de separacion de 5.08 cm x 3.05 m colocado en un angulo de
3.172° (Dowd, 2003) y cuyo peso era conocido. La mezcla con densidad de 1.04 a
1.045 g/cm® se homogenizé y se mantuvo en agitacion constante mientras se
bombeaba con una bomba peristaltica. Después de la mezcla, el agua decantada
durante la segunda sedimentacién también se bombeo a la misma velocidad. La
fraccion retenida sobre el canal de separacion, corresponde al almidon seco a
temperatura ambiente por 12h, antes de pesar el canal en una balanza digital de
alta capacidad. El almidén se raspo del canal y se colocd en dos recipientes de
aluminio de 250 mL de capacidad. El almidon obtenido se pesé y se tomo una
muestra de 3 g (por triplicado) para determinar su contenido de humedad. Por otra
parte, durante la etapa de separaciéon de almidén-proteina, el flujo que se
desbordd hacia el otro extremo del canal de separacion se recogié en un
contenedor con capacidad de 10 L y se determind su volumen. El liquido fue
homogenizado, y se tomaron tres alicuotas de 75 mL, los cuales se vertieron en

tres recipientes a peso constante, antes de ser sometidos al procedimiento de
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secado en dos etapas. Todas las fracciones obtenidas se expresaron en base

seca.

4 Hidrélisis enzimatica con pepsina y pancreatina de harina de gluten de
maiz azul (HGMA)

La digestion simulada in vitro de la de harina de gluten de maiz azul fue
llevada a cabo siguiendo la metodologia propuesta por Megias y col. (2009) con
algunas modificaciones. Primeramente, la HGMA se suspendié en agua, en una
relacion 1:20 p/v; y se llevd a cabo una digestidn enzimatica con pepsina [EC
3.4.23.1, 662 unidades/mg; enzima/substrato, 1:20 (p/p); pH 2.0]. La hidrolisis se
detuvo incrementando el pH a 7.5 para iniciar una subsecuente hidrdlisis con
pancreatina [8x USP; enzima/substrato, 1:20 (p/p); pH 7.5]. La hidrdlisis se detuvo
calentando las muestras a 75 °C durante 20 min, los hidrolizados obtenidos se
centrifugaron a 18,000 g durante 20 min a 4 °C. Ambas hidrdlisis se realizaron a
37°C durante 3 horas para cada enzima. Finalmente las muestras fueron
liofilizados en un equipo Labconco (Kansas, MO Freeze Dryer 4.5.) y almacenados
hasta su uso.

a Medicion de proteina soluble (DC-Protein Assay)

La proteina soluble total de los hidrolizados se determind mediante el DC
Protein Assay kit (Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA) para microplacas. Este es
un ensayo colorimétrico para la determinacion de la concentracion de proteina. La
cantidad de proteina soluble se calculé utilizando una curva estandar de albumina
de suero bovino. La preparacion de la curva estandar se realizé de la siguiente
forma: 15 mg de albumina de suero bovino se disolvio en 10 mL de PBS y se
hicieron 6 diluciones posteriores (1250, 1000, 750, 500, 250, 125 pug/mL) (Figura
6). La curva estandar se debe preparar el mismo dia de la medicién para obtener
mejores resultados y se debe prepara con el mismo PBS con el que se prepara la
muestra. Antes de cargar la muestra en la microplaca, se realizé una dilucion 1:20
para bajar la concentraciéon de la proteina, y asi no tener problemas en la
medicidén. Una vez realizada la curva estandar y hecha las diluciones, se procedio
a llenar la placa de la siguiente forma: se agregaron 5 pL de cada uno de los
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1500 pg/ml «—— 15 mg albumina + 10 mL PBS

I: 1250 pg/ml (6 ml 1500: 1 PBS)
~ 1000 pg/ml (2 ml 1500: 1 PBS)

750 pg/ml (1 ml 1500: 1 PBS)

500 pg/ml (1 ml 1500: 2 PBS)

250 pg/ml (1 mi500: 1 PBS)

— 125 pug/ml (1 ml 250: 1 PBS)

Fig. 6 Preparacion de la curva estandar de albumina de suero de bovino para la
determinacién de proteina soluble.

Adaptada de Oseguera-Toledo y col. (2011)
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puntos de la curva estandar y 5 pL de la muestra en una microplaca (transparente)
limpia y seca.

Posterior a esto se agregaron 25 pL de reactivo A y 200 uL de reactivo B (Bio Rad
500-0116). Después de agregar los reactivos, se dej6 la placa en reposo durante
15 minutos para después leer su absorbancia en un espectrofotdmetro a 690 nm.
b Medicion de la capacidad antioxidante (ORAC)

Una solucién stock de fluoresceina (FL) (1.2 mM) se prepar6 pesando 39.87
mg del reactivo, y fue disuelta en 100 mL en una solucién reguladora de fosfatos
(PBS) (75 mM, pH 7.4), y almacenada en refrigeracion (-80°C). De esta solucién
stock se prepard una segunda solucién de FL por dilucion (10 uM). La solucion de
trabajo de FL (0.1 uM) se prepar6 diariamente por diluciéon tomando 0.25 mL de la
segunda dilucidon de FL en 25 mL de la solucion reguladora de fosfatos (PBS). El
generador de radicales libres (AAPH) (200 mM) se preparé diariamente pesando
207 mg del reactivo, y aforado en un matraz volumétrico de 5 mL con solucién
reguladora de fosfatos (PBS). El estandar de referencia usado fue 1 mM de una
solucién de trolox que se prepard con PBS a partir de una solucion stock de trolox
de 5 mM, la cual estaba almacenada a -20 °C. Para el ensayo se tomaron
alicuotas de 25 pL del hidrolizado diluidas previamente con PBS) y se transfirieron
en un plato de 96 pozos, y colocado en un lector de microplatos (Synergy™ HY
Multi-Detection, BioTek, Inc., Winooski, VT, EUA), donde 150 uL de FL (0.1 uM) se
dispensaron, se agitaron e incubaron (37°C, por 30 min) antes de agregar 25 pL
de la solucion de AAPH. La reaccion se llevo a 37°C y la fluorescencia (485 nm de
excitacion y 538 de emision) se midié cada 2 min durante 60 min. Los datos se
recolectaron con un software. La reaccion con los radicales peroxilo genero la
pérdida de fluorescencia de la FL con el tiempo. El efecto de un antioxidante es
integrado por el area neta bajo la curva sobre la pérdida de fluorescencia (AUC)
[AUCaox — AUCno aox), como se muestra en la Figura 7. Se generd una curva
estandar de cinco puntos (concentracion de 25 a 100 uM). Los datos se
expresaron como equivalentes de Trolox en micromoles (ET por g de muestra
(umol de ET/ g) (Ou y col, 2001; Prior y col, 2003).

c. Perfil de proteinas (SDS-PAGE)
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Figura 7. Actividad antioxidante por el método de ORAC expresada como el area

neta bajo la curva (AUC)

Prior y col, (2005)
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Muestras de hidrolizados proteinicos de HGM se diluyeron con Laemmli
Sample Buffer (Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA) con de 5%-B-mercaptoetanol
y colocados en ebullicion durante 5 minutos previo a cargarlos en el gel. El ensayo
fue llevado a cabo a temperatura ambiente por el método de Laemmli (Laemmli,
1970), usando 12% de poliacrilamida con un contenido de 10% de SDS y 10% de
APS, durante 95 minutos a 110 V. Después de la electroforesis, el gel fue teiido
con azul coomassie R250 (Coomassie brilliant blue R250 0.135g, agua destilada
400 mL, metanol 100 mL, acido acético glacial 35 mL y acido tricloroacetico 16 g)
durante toda la noche. Para destefiir se utilizé una solucion preparada (670 mL
agua destilada, 290 mL metanol, 40 mL acido acético glacial, y 35g acido
tricloroacetico) durante 30 minutos en agitacion, posteriormente se tom¢ fotografia
de los geles.

d Determinacién de porcentaje de inhibicién de la ECA (ACE Kit-WST)

La actividad inhibitoria de la ECA se determiné por medio del ACE Kit-WST
kit assay (Shimamura y col, 2007). El cual consistio en: Afadir 20uL de la muestra
en una microplaca, y 20 pyL de blanco 1 y blanco 2, posteriormente se afiadieron
20 pL de tampon de sustrato a cada pocillo, 20 yL de agua desionizada al blanco
2, y fueron anadidos 20 yL de la soluciéon de la enzima a cada pocillo que
contenga la muestra y al blanco 1(utilizar pipeta multicanal de preferencia), se
incubo 1 hora a 37°C , posteriormente se anadié 200 yL del indicador a cada
pocillo, se incubdé a temperatura ambiente durante 10 min. La lectura fue
registrada a una absorbancia de 450 nm con un lector de microplacas. La
actividad inhibitoria de la ECA se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

La actividad inhibidora de la ECA (tasa de inhibicion%) = [(A Blanco 1 - una
muestra) / (A Blanco 1 - 2 en blanco)] X 100
e Determinacién de la biodisponibilidad de péptidos en ensayo murino

Grupos de ratonas balb/c de 11 semanas de nacidas con peso en un rango
de 25-30 g se pusieron en ayuno de 12 h. Posteriormente se suplementaron de
forma intragastrica 2.5 g del hidrolizado de proteinas de HGMA con actividad
antihipertensiva optimizada por Kg del animal. Posteriormente se extrajeron

muestras de sangre a los 5, 10, 15, 30 y 60 min. Las muestras fueron
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centrifugadas para separar el suero. La presencia compuestos antihipertensivos
en el hidrolizado, en el torrente sanguineo se determind indirectamente por medio
de la deteccion de péptidos inhibidores de la ECA-I de forma similar a la
metodologia descrita por Koyama y col, (2014), usando el suero sanguineo como
fuente de inhibidores de la ECA-l y el kit ACE Kit-WST, Dojindo Inc., Japan
(Bernabucci et al., 2014; Shimamura et al., 2009).
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VIII RESULTADOS Y DISCUSIONES

A. CARACTERISTICAS FiSICAS, FISICOQUIMICAS Y RENDIMIENTO DE

MOLIENDA HUMEDA OBTENIDO DE MAIZ CRIOLLO AZUL.

Las caracteristicas fisicas de los granos de maiz criollo azul (MCA) se
muestran en el Cuadro 4.

Los porcentajes de pericarpio, endospermo, germen y pedicelo del grano de
MCA, mostraron valores en base seca de 4.89, 76.81, 11.61 y 2.76 g/100g,
respectivamente. De acuerdo a lo reportado por diferentes investigadores para
MCA, se encontraron valores similares para pericarpio, germen y pedicelo,
mientras que en endospermo los valores fueron menores (Pérez Uriarte 2014;
Menchaca-Armenta 2016; Corrales-Bafiuelos y col, 2016). De Sinibaldi y Bressani
(2001) menciona que la industria prefiere bajos porcentajes de pericarpio debido a
que éste se elimina con el lavado después de la nixtamalizacién, por lo que
aumenta la pérdida de solidos si el porcentaje de pericarpio es elevado, pero no
afecta negativamente a la industria de la masa y la tortilla, ya que la goma
presente en el pericarpio confiere la textura de la tortilla (Vazquez y col, 2003). El
porcentaje de endospermo es una variable importante para la industria molinera,
ya que el producto de la misma es el endospermo pulverizado para la molienda en
seco, o refinado para la molienda en humedo (Goméz y col, 2004). Espinosa y col,
(2006) menciona que los maices pigmentados poseen mayores contenidos de
endospermo y mayor tamafio de grano comparado con los maices blancos. En el
germen se encuentran la mayoria de los lipidos del grano, por esto, mientras
mayor sea el porcentaje de germen mayor sera su contenido de aceites, por lo que
no son aptos para la industria de productos nixtamalizados debido a que reducen
la vida de anaquel de los mismos (Acufia 2001; Salinas 2004). Sin embargo, el
germen obtenido a partir de la molienda humeda es deshidratado parcialmente
con un filtro prensa y se seca a menos de 3% de humedad (Blanchard, 1999) para
canalizarse a la industria de extraccion y refinacion de aceite (Singh y Eckhoff,
1996). En el presente estudio, el MCA present6 un peso hectolitrico de 72.10 +
2.70 kg/hL, estos valores son similares a los reportados por Agama-Acevedo
(2011) y Uriarte-Aceves (2015) para maices criollos azules.
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Cuadro 4. Caracteristicas fisicas, fisicoquimicas y rendimiento de molienda

himeda de maiz criollo azul.

Caracteristicas del grano MCA

Fracciones anatomicas %

Pericarpio 4.87 £0.41
Endospermo 76.81 £ 1.62
Germen 10.51 £1.30
Pedicelo 2.76 £0.23
Peso de 1000 granos (g) 440.71 £7.09
Peso hectolitrico (Kg/hL) 72.10+£2.70
Fracciones de molienda humeda %
bs
Fibra 255+1.0
Germen 3.8+£0.3
Almidon 48.7+2.0
Gluten 71103
Solidos de remojo 29+0.1

MCA= maiz criollo azul
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Sin embargo, estos valores son inferiores a los reportados por Salinas-Moreno
(2013) y Pérez-Uriarte (2014) para maices azules. Maziya-Dixon y col, (2000),
sugieren que el maiz que presenta bajo peso hectolitrico generalmente posee un
menor porcentaje de endospermo duro, por lo que la gran variabilidad encontrada
en este parametro puede indicar que existen diferencias en las caracteristicas del
endospermo de los granos evaluados. El peso hectolitrico es una caracteristica de
calidad muy importante y util para poder determinar el valor comercial de los
granos de maiz, aunque por lo general se ha considerado que es un pobre
indicador de la calidad de maiz para su procesamiento y productos de molienda
(Lee y col, 2007). Esto puede deberse a que el peso hectolitrico se ve influenciado
tanto por la densidad de los granos como por su acomodo dentro del contenedor.

El peso de 1000 granos, se relaciona de manera directa con el tamafio del
grano. Asi, un valor bajo de este parametro corresponde a una muestra con alto
porcentaje de granos pequenos, mientras que un valor alto se obtiene cuando los
granos presentan un tamafio mas grande (De Sinabaldi y Bressani 2001). Los
resultados de esta investigacidn mostraron valores de 440.71 g para maiz criollo
azul. Estos resultados estan dentro de lo reportado por Uriarte-Aveces y col,
(2015) (230-433 g), Corrales-Bariuelos y col, (2016) (219.2-484.3g) y Mora-Rochin
y col, (2016) (204.0-418.8 g) para maices criollos pigmentados de Sinaloa,
mientras que los resultados de esta investigacion fueron superiores a los
reportados por Pérez-Uriarte (2014) (396.7 g) y Bravo-Pérez (2014) (219.8-
311.7g). Singh y col, (2001) reportaron que, debido a una mayor relacion area
superficie/volumen, las muestras con valores menores de peso de 1000 granos
deberian presentar rendimiento mayor de fibra y rendimientos menores de almidén
al ser procesados mediante molienda humeda.

Las propiedades de molienda humeda del MCA son las mostradas en el
Cuadro 4. El rendimiento del almidon es la fraccion mas importante en el proceso
de molienda humeda, ademas, indica la viabilidad del grano de maiz en este
proceso, y de la facilidad con la cual los componentes del grano son separados
(Singh y Eckhoff 1996). Segun Taboada-Gaytan y col, (2010b), el rendimiento y la

recuperacion del almidon se han considerado los parametros mas importantes
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para determinar la fiabilidad de los genotipos de maiz. El rendimiento de almidén
del maiz criollo azul fue de 48.7 %, este resultado cae dentro de lo reportado por
Bravo Pérez (2014) y Uriarte-Aceves (2009), quienes reportaron valores para
maices criollos rojos y maices hibridos blancos y amarillos, respectivamente
(37.11 a 54.60 y 45.0 a 69.5 %). Sin embargo, los resultados obtenidos en el
presente estudio se encuentran por debajo de lo reportado por diversos
investigadores (Aguilar-Zamarripa, 2008; Taboada-Gaytan y col, 2010b; Uriarte-
Aceves y col, 2015) para diferentes variedades de maiz (56.8 a 62.7; 53.36 a
62.39; 54.95 a 65.17 %). Existen diferentes factores que afectan las propiedades
del maiz durante la molienda humeda, las variaciones en el rendimiento de
almidon pueden ser atribuidas a las propiedades fisicas, y composicion quimica de
los maices (Singh y Eckhoff 1996; Vignaux y col, 2006; Bravo Pérez 2014). Singh
y col, (2001) observaron que los bajos rendimientos de almidén de diversas
accesiones de maiz del proyecto del mejoramiento de germoplasma de maiz
(GEM por sus siglas en inglés), se debia a los altos valores de densidad y a los
altos contenidos de proteinas que presentaba el grano. De acuerdo con Lee y col,
(2007) ademas de Bravo-Pérez (2014), mencionan que los rendimientos bajos de
almidon también pueden ser atribuidos a la presencia de residuos de almidon en la
fibra como resultado de la dificultad observada durante la etapa de lavado de la
fibra; esta caracteristica, que muestran algunos granos y puede conducir a
rendimientos bajos de almidon y rendimientos altos de fibra. Dicho
comportamiento se observo en el presente trabajo.

El contenido de fibra que se encontré fue de 25.5%, resultados que se
encuentran dentro de lo reportado por Aguilar-Zamarripa (2008) para maices
criollos pigmentados (21.4-27.5%), Uriarte-Aceves (2009) para maices hibridos
(13.4-39.9%) y Uriarte-Aceves y col, (2015) para maices criollos azules (14.53-
25.75%); mientras que fueron inferiores a lo reportado por Bravo-Pérez (2014),
para maices criollos rojos (28.18-46.62%). Las diferencias encontradas pueden
deberse a una menor retencion de almidén dentro de la fibra recuperada.

El contenido de gluten fue de 7.08%, resultados que estan dentro de lo
reportado por Milasinovic y col, (2006) (5.3-13.5%), Uriarte-Aceves (2009) (7.2-
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11.1%), y Uriarte-Aceves y col, (2015) (6.90-9.48%). Sin embargo, estos
resultados fueron menores a lo reportados por Aguilar-Zamarripa (2008) (9.0-
11.8%). Segun Watson (1987), la pobre separacion de almidon y gluten podria
atribuirse al alto contenido en proteinas de este genotipo de maiz azul, lo que
dificulta la liberacion de los granulos de almidon (Uriarte-Aceves y col, 2015).

El rendimiento de germen fue de 3.79%, resultados que estan dentro de lo
reportado por Uriarte-Aceves y col, (2015) (3.13-8.53%) y Bravo-Pérez (2014)
(2.76-4.67%). Sin embargo, estan por encima de lo reportado por Aguilar-
Zamarripa (2008) para maices pigmentados (1.0-2.2%). Las diferencias de
rendimiento de germen pueden deberse a la susceptibilidad del germen de
algunos granos a la ruptura, que puede ocurrir durante la primera molienda, lo cual
puede ocasionar que fragmentos del mismo sean recuperados en la fibra (Singh y
Eckhoff, 1996).

El rendimiento de solidos de remojo para el maiz criollo azul fue de 2.78%
(Cuadro 4), resultados que estan por debajo a lo reportado por diversos autores
(Aguilar-Zamarripa, 2008; Uriarte-Aceves, 2009; Bravo-Pérez, 2014; Uriarte-
Aceves y col, 2015).

B. COMPOSICION QUIMICA DE MAIZ CRIOLLO AZUL Y HARINA DE GLUTEN

DE MAIZ CRIOLLO AZUL.

El Cuadro 5 muestra la composicidn quimica del MCA y la harina de gluten de
maiz criollo azul (HGMA).

El contenido de proteina del MCA fue de 8.941+0.180% en base seca,
estos resultados son similares para maices criollos pigmentados por diversos
investigadores (7.7 a 10.9 %) (Salinas-Moreno y col, 2013; Pérez-Uriarte, 2014;
Bravo-Pérez, 2014; Menchaca-Armenta, 2016). Un elevado contenido de
proteinas en el grano de maiz puede afectar las caracteristicas de molienda
humeda, especialmente si este se debe a un contenido elevado de proteinas del
endospermo (Fox y col, 1992).

El contenido de grasa cruda para el MCA fue de 5.024%, estos resultados
son similares a lo reportados por Uriarte-Aceves y col, (2015) (4.41-6.55%) para

diferentes variedades de maiz criollo azul y Bravo-Pérez (2014) (4.11-6.48%) para
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Cuadro 5. Composicion quimica de maiz criollo azul y harina de gluten de maiz

azul.

Muestra MCA HGMA
Grasas % 5.024+0.489 13.566+0.437 @
Cenizas % 1.44+0.029 © 6.904+0.0262
Proteinas % 8.941+0.180 ° 31.590+1.588 @
Carbohidratos % 84.58+0.347 @ 47.93+1.585°

Las medidas se separaron por renglones, aplicando la prueba de rango multiple de Tukey, Letras
diferentes en los renglones indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

MCA= maiz criollo azul, HGMA= harina de gluten de maiz azul
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maices criollos rojos, sin embargo, estos resultados estan por encima de lo
reportado por Menchaca-Armenta (2016) para maices criollos azules, estas
diferencias pueden ser atribuidas a que son diferentes genotipos.

Cuando el aceite no es un producto final deseado, un bajo contenido de
grasa en el maiz puede ser mas adecuado para la mayoria de los usos
industriales y alimenticios. Un elevado contenido de lipidos en la harina o grits
causa rancidez durante el almacenamiento, lo cual limita su vida de anaquel y la
de los productos derivados de ellos, ademas de que interfiere con la eficiencia de
los procesos a los que es sometido, como en el caso de la industria cervecera
(Maziya-Dixon y col, 2000). Sin embargo, el aceite de maiz puede ser deseable,
ya que ademas de ser una fuente de acidos grasos esenciales (acido linoleico) y
contribuir con el 10-12% de la energia metabolizable aportada por el maiz (util en
la industria de alimentacion del ganado) (Wright 1987), éste constituye un
subproducto importante del procesamiento del maiz, como en el caso de la
molienda humeda.

El contenido de cenizas del maiz criollo azul fue de 1.44%. Los valores son
similares a lo reportado por diversos investigadores como son Agama-Acevedo y
col (2011) para granos de maiz azul (1.4-1.63%); Gaytan-Martinez y col, (2013)
para diferentes variedades de maices criollos (1.06-1.59%); Pérez-Uriarte (2014)
para maiz criollo azul (1.6 0.02%); Menchaca-Armenta (2016) de igual manera
para maiz criollo azul (1.18 £ 0.02%). La diferencia en el contenido de cenizas
podria ser también atribuida a la composiciéon del suelo en el que fueron
cultivados, los fertilizantes utilizados y factores ambientales (Lopez y col, 2009).

La composiciéon quimica de la HGMA fue analizada. Los resultados se
muestran en el Cuadro 5. La HGMA mostro valores promedio de 31.590% de
proteina, resultados que estan por debajo de lo reportado por Lin y col, (2011)
para harina de gluten de maiz obtenidos de manera industrializada (63.83%),
comparado con el maiz crudo, la HGMA tiene 2.5 veces mas contenido de
proteina en base seca. El contenido de grasa fue de 13.566%, resultados que son
superiores a lo reportado por Lin y col, (2011) para harina de gluten de maiz

(HGM) obtenido de manera industrializada (8.89%), comparado con el MCA la
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HGMA tiene 2.5 veces mas contenido de grasa en base seca. Mientras que el
contenido de cenizas fue de 6.904% de igual manera fueron mayores los
resultados reportados en este trabajo que los reportados por Lin y col, (2011),
comparado con el MCA la HGMA tiene 3.5 veces mas contenido de cenizas.

Las diferencias entre la HGMA en este estudio y lo reportado por otros
investigadores puede deberse a la diferencia de genotipos que se utilizé en ambos
estudios.

C. PROTEINA SOLUBLE Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL HIDROLIZADO

DE HARINA DE GLUTEN DE MAIiz

El tiempo de hidrdlisis incrementé la proteina soluble (PS) en la harina de
gluten de maiz. Siendo la concentracién de proteina soluble para la HGMA sin
procesar de 3.90 mg/mL (Cuadro 6). También en el Cuadro 6 se muestran los
valores a diferentes tiempos de proteina soluble para el hidrolizado de harina de
gluten de maiz (después de la hidrdlisis de pepsina y pancreatina). Los valores de
proteina soluble estuvieron en un rango bajo para la HGMA sin procesar (3.90
mg/mL); mientras que el hidrolizado a los 180 minutos con pancreatina aumento
notablemente su proteina soluble (15.13 mg/mL), sin embargo, no se encontr6
diferencia significativa entre la proteina soluble tratada con pepsina a los 180 min,
y los tratados con pancreatina a los 20, 50 y 80 minutos (11.21, 11.21, 12.33,
13.15 mg/mL PS respectivamente). El incremento en el tiempo de hidrolisis
produjo un incremento en la proteina soluble. Tom6 360 minutos de la hidrdlisis de
pepsina y pancreatina de la harina de gluten de maiz, para obtener un valor de
proteina soluble con diferencia significativa (p < 0.05) al valor obtenido después de
los 180 minutos con pepsina.

El Cuadro 6 también muestra los valores de capacidad antioxidante de la
harina de gluten de maiz y de sus hidrolizados. Siendo el valor mas bajo obtenido
el de la harina de gluten de maiz sin procesar (69.56 umol ET/mg de proteina
soluble), mientras que el valor mas alto se obtuvo en el hidrolizado a los 180
minutos con pancreatina (560.11 pmol ET/mg de proteina soluble). En la Figura 8
se muestra la capacidad antioxidante con la relacion al tiempo del hidrolizado.

Como se apreciar, la actividad antioxidante aumenta en funcion al tiempo
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Cuadro 6. Proteina soluble y capacidad antioxidante de harina de gluten de maiz

Muestra Material Pep/pancrt Proteina soluble Capacidad
tiempo de (mg/mL) antioxidante
digestion (umol ET/mg
(min) de proteina

soluble)

HGMA  Tiempo 0 0 3.90£0.2¢ 69.56 + 2.2¢

Sp

Sp/HGMA 180 11.21+1.5° 241.22 + 8.14
+ Pepsina
Sp/HGMA 20 11.21+£1.2° 242.46 + 4.34
+
pancreatina
50 12.33 £ 0.4° 387.17 +35.5°
80 13.15+0.8%° 336.3 £ 9.50¢
180 15.13 £ 0.4 560.1 + 23.42

Las medidas se separaron por columnas, aplicando la prueba de rango multiple de Tukey, Letras

diferentes en las columnas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Pep= Pepsina, Pancrt= Pancreatina, Sp= sin procesar, HGMA= harina de gluten de maiz azul
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Figura 8. Capacidad antioxidante de harina de gluten de maiz

Pan 180
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de hidrdlisis, manifestando un incremento de hasta 7 veces mas capacidad
antioxidante del tratamiento pancreatina 180 min, comparado con la harina de
gluten de maiz sin tratamiento. La alta actividad antioxidante presentada por los
hidrolizados puede ser atribuida, en parte a los cambios estructurales de las
proteinas, dado que la hidrélisis enzimatica promueve la apertura y exposicion de
residuos de aminoacidos activos y capaces de reaccionar con oxidantes (Kong y
col, 2006; Gomez y col, 2013). Los resultados del hidrolizado en los diferentes
tiempos (180 min con pepsina, 20, 50, 80, 180 min con pancreatina) fueron
superiores a lo reportado por Montoya-Rodriguez y col, (2014) para harinas de
amaranto crudo y harinas de amaranto extrudido en sus diferentes tiempos de
hidrolisis (pepsina 3 h y pancreatina 3 h). Las diferencias encontrada en ambos
estudios puede ser atribuida a las diferentes muestras utilizadas en ambas
investigaciones.

D. IDENTIFICACION DE PROTEINAS EN HARINA DE MAIZ CRIOLLO AZUL,
HARINA DE GLUTEN DE MAIZ CRIOLLO AZUL Y SUS HIDROLIZADOS
POR SDS-PAGE
El perfil de proteinas del MCA y HGMA son mostrados en la Figura 9. El carril

1 corresponde al marcador de pesos moleculares, los carriles del 2 al 4

corresponden a MCA, mientras que los carriles 5 al 7 corresponden a la harina de

gluten de maiz (Figura 9a). En este gel, en ambas muestras se puede observar

diferentes bandas que corresponden posiblemente a los pesos moleculares de a

Zeina (19 y 22 kDa), y Zeina (27 kDa), y glutelinas (Wilson, 1993; Nakamura y col,

1996; Utrilla-Coello 2010; Zheng y col, 2012; Montoya-Rodriguez y col, 2014). Se

sabe que las principales proteinas que tiene el maiz son 40% gluteinas y 39%

prolaminas (zeinas) (Eckhoff y col, 2003), mientras que las principales fracciones

proteicas en la harina de gluten de maiz consiste en aproximadamente 65-

68%(p/p) de zeinas y 22-33% glutelinas (p/p) (Zheng y col, 2012). Lo cual coincide

con las bandas identificadas en esta investigacion. La Figura 9b muestra la

harina de gluten de maiz hidrolizada. La hidrolisis fue llevada a cabo con 2

enzimas durante 360 minutos (180 minutos para pepsina y 180 para pancreatina).

63



250
150
100
75
50

I ———

y-Zeina 27 kDa
Je—

37

PR

25

| a-Zeina 22 kDa
—————

20

I a-Zeina 19 kDa

A

15

10—

Peso Molecular (KDa)

Std 1 2 3 1 2 3

MCA-2014 HGMA-2014
2OV w— T e —
150  e— !
— 100 =—f [
[
EEr
S—
» ¥ = -
o Y
S s— -
Q
9
° 20— . 5
2 L a-Zeina 19 kDa
o 15—t -
3 B
D 10 ] —
—— —— e
std 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Pepsina3 h Pancreatina Pancreatina Pancreatina Pancreatina
20 min 50 min 80 min 180 min

Tiempo de digestion

En esta imagen se puede observar como las proteinas de la HGMA fue
hidrolizada, a los

Figura 9. SDS-PAGE de MCA, HGM vy el hidrolizado en sus diferentes tiempos: A)
Carril 1 estandar, carril 2-4 maiz criollo azul, carril 5-7 harina de gluten de maiz
azul. B) Carril 1 estandar, carril 2-4 hidrolizado con pepsina 3 horas, carril 5-7
pancreatina 20 minutos, carril 8-10 hidrolizado pancreatina 50 min, carril 11-13
pancreatina 80 min, carril 14-16 pancreatina 180 min.
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tiempo pepsina 3 horas se alcanza a observar una banda que posiblemente sea y
Zeina que aun no se ha hidrolizado por completo, y en los tiempos de 20, 50 y 80
min con pancreatina se alcanza a observar una banda que podria ser a Zeina,
mientras que en el tiempo 180 min con pancreatina desaparecen casi en su
totalidad las proteinas por el tratamiento enzimatico que se ha llevado, y los
péptidos formados son visibles en la parte mas baja del gel (Nakamura y col,
1996; Utrilla-Coello 2010). Los péptidos con capacidad de inhibicién de la ECA-I
son di, tri y tetrapéptidos en su mayoria (Barba de la Rosa y col, 2010) por lo que
una mayor concentracion por debajo de 10 kDa aumenta las posibilidades de la
presencia de péptidos antihipertensivos.

E. ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA ECA DE HARINA DE GLUTEN DE MAIz

CRIOLLO AZUL Y SU HIDROLIZADO

En el Cuadro 7 se muestran los resultados de porcentaje de inhibicion de la
enzima convertidora de angiotensina (ECA) obtenido por el hidrolizado en sus
diferentes tiempos, asi como los resultados para la HGMA. Los resultados
muestran que el porcentaje de inhibicion del hidrolizado en sus diferentes tiempos
va de un 89.70 a un 94.55 %, siendo los de mayor porcentaje de inhibicion los
tiempos con pancreatina por 20 minutos, y pancreatina 80 minutos, mientras que
el de menor porcentaje de inhibicion fue el de pancreatina 180 minutos.
Comparado los hidrolizados con la HGMA, esta fue la que obtuvo mayor
porcentaje de inhibicion de la ECA con un porcentaje de 96.31 %.

Los valores reportados en esta investigacion son superiores a los
reportados para harina de gluten de maiz por Yang y col, 2007 (10.78-82.92% de
inhibicion ECA), esto puede ser deberse a que se utilizaron diferentes enzimas
para la hidrdlisis en ambas investigaciones. De igual manera se han realizado
hidrolizados proteicos con diferentes productos como son chicharo (Humiski y
Aluko, 2007), Linaza (Marambe y col, 2011), Frijol caupi (Cu-Canetas y col, 2015)
y diferentes proteinas de plantas (Rudolph y col, 2017) (35-49, 81.32, 22.75-79.57,
26-40 % de inhibicion de la ECA).

Los péptidos inhibidores de la ECA solo muestran potencial antihipertensivo

si llegan al sistema cardiovascular en su forma activa, por lo que, tras la ingestion
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Cuadro 7. Porcentaje de inhibicion de la ECA de harina de gluten de maiz e

hidrolizado de harina de gluten de maiz

Muestra Material

Pepsina/pancreatina
tiempo de digestion

% de inhibicion de la
ECA

(min)
HGMA Tiempo 0 0 96.31 £ 0.122
Sp
Sp/HGMA 180 92.88 + 0.31¢
+ Pepsina
Sp/HGMA 20 94.55 + 0.38°
+
pancreatina
50 93.74 + 0.56°
80 94.27 + 0.08
180 89.70 + 0.06¢

Letras diferentes en las columnas, indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

Sp: sin procesar
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oral, necesitan resistir la digestion gastrointestinal por proteasas y peptidasas. La
degradacion de los péptidos puede darse durante este proceso, con su
consecuente inactivacion (Garcia y col, 2013), esto es algo que pudo haber
ocurrido en esta investigacion, debido a que la HGMA sin hidrolizar tiene mayor
actividad inhibitoria de la ECA en comparaciéon con la harina que ha sido
hidrolizada.
F. ENSAYO DE BIODISPONIBILIDAD

Se evalué la biodisponibilidad de los péptidos antihipertensivos en un modelo
murino de forma indirecta mediante la deteccidén de péptidos inhibidores de la ECA
usando el Kit ACE KIT-WST, Dojindo, utilizando el hidrolizado del tiempo
pancreatina 80 min (2.5 g/kg de peso) que fue el que dio mayor inhibicion de la
enzima previamente mencionado, y un control negativo (PBS). La Figura 10
muestra la cinética de absorcion de los péptidos inhibidores de la ECA, desde el
minuto 5 se puede observar un 31.77% de inhibicidn el cual incremento a un
maximo de 33.34% al minuto 10. En el grupo control al cual se le administro buffer
(PBS) se puede observar la ausencia de péptidos antihipertensivos en el plasma
sanguineo.

Las mediciones anteriormente mencionadas pueden considerarse como
una cinética de absorcién de los péptidos inhibidores de la ECA. Al igual que en el
presente estudio, Sanchez-Rivera y col, (2014) e Ibarra-Diarte, (2016) encontraron
que en el minuto cinco después de haber administrado de manera intragastrica los
hidrolizados se comienzan a detectar los péptidos antihipertensivos en plasma,
mostrando una presencia maxima de los mismos en el minuto 15, resultados que
difieren en esta investigacion ya que el tiempo de mayor inhibicion es a los 10
minutos, aunque no existe diferencia significativa entre los tiempos 5, 10 y 15
minutos.

Usando el plasma de los animales del grupo control (PBS) como fuente de
compuestos inhibidores, la inhibicion de la ECA fue de 15.9% a los 5 minutos
disminuyendo progresivamente hasta 0. Esto puede explicarse por el hecho de
que cuando los ratones sufren estrés, como en el caso de la suplementacion

intragastrica, se liberan encefalinas (Amir y col, 1980) y estos péptidos pueden
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actuar como sustratos y/o inhibidores de la ECA (Antonaccio 1982), aunque su
biodisponibilidad es baja ya que son rapidamente metabolizados y tienen una vida
media muy corta. Los valores de los primeros minutos no pueden ser atribuidos a
los péptidos de HGM inhibidores de la ECA ya que en este grupo solo se
suministro el buffer (PBS).
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IX CONCLUSIONES

. Se logro obtener harina de gluten de maiz criollo azul a partir del proceso
de molienda humeda.

. A partir de la HGMA se obtuvo un hidrolizado con mayor solubilidad de
proteina y capacidad antioxidante que la proteina de HGMA sin procesar.

. Se lograron identificar las proteinas a, y Zeinas y Glutelinas, tanto en el
MCA como la HGMA, ademas de que el tiempo final de hidrdlisis se puede
observar un barrido de los péptidos con un peso menor a 10 kDa.

. El hidrolizado de HGMA obtuvo buenos resultados en cuanto a la inhibicion
de la ECA con valores desde 89.7 a 94.5 %.

. Los péptidos con capacidad inhibitoria de la ECA obtenidos durante la
hidrolisis logran llegar al torrente sanguineo en un modelo murino (ratonas
balb/c), a su vez estos pueden permanecer al menos 30 minutos con

actividad inhibitoria detectable.
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Asociacion Americana de Quimica Clinica
Agricultura y Agroalimentacion de Canada
2,2-Azobis (2 amidinopropane) diphydrochoride
Acido desoxirribonucleico
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Alimento de gluten de maiz

Angiotensinégeno

Angiotensina |

Angiotensina
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Arginina
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Base seca

Chymostatin-sensitive Ang Il Generating Enzyme
Dipeptidil peptidasa 6

Enzima convertidora de angiotensina
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Enfermedad cerebrovascualr
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Nutraceuticos

Organizacién mundial de la salud
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93



SRA
SRAA
Trp (W)
Tyr (Y)
UNAD
Val (V)

Sistema renina angiotensina
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Valina

94



