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INTRODUCCION

4., de mafz amaniflo y de mafz blanco, se hizo
su ecanne, de masa de mafz se hicienon £os bra-
z04 y las piennas y moliendo entonces Las mazok
cas amandllas y Las mazorcas blancas, hdzo
Txmucané nueve bebidas y de este alimento provi-
nieron La fuerza y La gordura y con €& chearon

Los mdsculos y el vigon del hombhe". (Popol Vuh).

ANTECEDENTES HISTORICOS,

En los Gltimos 10,000 afios han ocurrido tres grandes
revoluciones en la agricultura, cada una de las cuales ha estado
asociada a la aparicidn de un cultivo particular, El trigo fue
domesticado primeramente en el Medio Oriente; mis tarde, el arroz
en Asia y el mafiz en el Hemisferio Occidental. Estos cambios,
que marcan el comienzo de una dependencia en las cosechas de ce-
reales, han tenido un profundo efecto en el curso evolutivo del
hombre moderno; entre otras cosas se hén provocado grandes cambios
en las dietas y un répido aumento en el tamafio de la poblacién,
acompaiiados de grandes modificaciones en la organizacifn social y

cultural de los pueblos y el asentamiento de los fundamentos del



desarrollo de la tecnologia. Estos cambios estdn consecuentemen-
te asociados tanto a la evolucidén biol6gica como a la evolucibn

cultural del hombre moderno,

Aunque antes de 1492 el maiz era una planta desconocida
en ¢l Viejo Mundo, en la América Precolombina era una de las plan
tas bédsicas en la alimentacibn de todas las culturas y civiliza-
ciones avanzadas, incluyendo a los Incas en América del Sur y a
los Mayas y Aztecas en Mesoamérica. Los restos prehistdricos mis
antiguos que se conocen son aquéllos encontrados por Mangelsdorf
y colaboradores (1964) en el Valle de Tehuacdn, en México, cuya
edad, calculada por medio de is6topos de carbono, se ha determina

do entre 5200 y 3600 A.C.

Originario de Mesocamérica, la presencia del maiz ha si-
do tan sefialada que los historiadores han identificado a las civi
lizaciones que aqui florecieron como "Culturas del Maiz". En el
Popol Vuh, uno de los mids valiosos ejemplos de la literatura indi
gena primitiva de América, se habla ampliamente del papel que el
citado cereal jugb en la creaci6n del hombre. En relatos de la
cultura ndhuatl se refiere como Quetzalcbatl enseii6 a los hombres

el cultivo del maiz y en los pertenecientes a la cultura azteca,



se describe como la vida giraba en torno a 15 milpa o maizal, En
la milpa se cultivaban frijoles empleando los tallos de maiz para
soporte y ademis chilacayotes, calahazas y ayocote plantados en

medio de ias milpas; los aztecas nunca tuvieron otro alimento béa-

sico qué el mafz,

El maiz hizo posible en México la vida sedentaria. Ya
que el pueblo mexicano s6lo tenia ese grano, es comprensible la
participacién tan grande que tuvo en el ritual y en la prictica;
después, durante la Reforma, el Porfiriato y la Revoluci6n, el

maiz siguidé siendo el sustento fundamental del pueblo mexicano.

A través de los siglos, el cultivo del maiz se ha vuel-
to précticamente obligatorio; en tiempos modernos este grano ha
sido hibridizado para producir variedades con un mayor valor nu-

tritivo y mejor rendimiento en el campo de la agricultura.

El maiz tiene una enorme capacidad adaptativa; crece de
los 58° de latitud norte en Rusia y Canadd, hasta los 40° de lati
tud sur en Australia. Igualmente se desarrolla en los Valles del
Caspio, bajo el nivel del mar, hasta los Andes Peruanos a una al-
tura de 3660 m. Se cultiva en dreas con una precipitacién plu-
vial anual de 25 cm, asi como en regiones donde la precipitacidén

pluvial alcanza hasta 508 cm. Crece tanto en lugares de veranos



cortos cdmo'en'aqu61105~que presentan climas tropicales.

FORMA DE CONSUMO DEL MAIZ,

La forma de consumo del mafz varia de regidn a regidn.
A continuacidn se describen algunas técnicas utilizadas en varios

paises para su preparacién.

La arepa (de erepa que en el dialecto caribe cumanagoto,
era el nombre genérico del mafiz) es el plato tipico de la dieta
del venezolano y se consume generalmente en el medio rural con
alimentos de escaso valor proteinico (Rodriguez, 1972). Este pan
amasado con agua y sal en forma de disco redondo y cocido al hor-

no, esti hecho de masa de maiz pilado (degerminado).

También en Colombia, alrededor de una tercera parte del
mafiz ingerido diariamente por persoma (52.6 g), 1o es en forma de

arepa (Pradillalet al, 1972).

En Africa, el grano de'maiz es normalmente procesado en
forma de harina y convertido en una sopilla espesa, o utilizado
para manufacturar una especie de pan, El método que se emplee en
la preparacidn determina el tipo y la calidad nutritiva de la ha-

rina producida (Lungu, 1972).



En Malawi y pafses vecinos, la harina de maiz se prepa-
ra tradicionalmente por un proceso hlmedo: El grano se remoja li-
geramente rociando agua sobre €1, El pericarpio y el germen se
separan golpeando el maiz en un mortero de madera., El pericarpio
y el germen son apartadés por una corriente de aire, y el endos-
permo pulido se remoja en agua por un perfodo de 3 a 9 dias, y
después se limpia y se muele para convertirlo en harina (Lungu,

1972).

Es interesante notar que de los pueblos que consumian
maiz como alimento principal, 1los mis sobresalientes y desarrolla
dos fueron, en su gran mayoria, aquéllos que le dieron un trata-
miento alcalino antes de su consumo; este dlcali se obtenia al
hervir el maiz en agua con cal, cenizas de madera o lejia (Katz

et al, 1974).,

Es posible que en muchas de las antiguas culturas usa-
ran el 4lcali con el Gnico fin de ablandar e hinchar el grano de
maiz y tener asi menos dificultad en la molienda; sin embargo,
algunas tenfian la creencia de que daba mejores resultados en el
proceso digestivo. Asi, los Tarascos molian el maiz en el meta-
te con bicarbonato para prevenir la constipacién; los aborigenes de
Delaware usaban la masa como alimento apropiado para los enfermos;

pensaban que las cenizas en las cuales cocinaban sus alimentos te



nian la misma funcién que la arena para los pdjaros: limpiar sus

estomagos.

El uso de cal en cl maiz estd restringido a Mesoamérica,
al Suroceste de Estados ﬁnidos, y algunas regiones de Africa. La
forma como se consume el maiz es muy varijada y en muchos casos se
siguen todavia las técnicas tradicionales usadas desde hace mu-
chos siglos. En México,ipor ejemplo, el maiz se consume princi-
palmente en forma de tortillas; &stas se preparan con un método
conocido con el nombre de nixtamalizaci6n, proveniente del Ndhuatl:
"Nextli"™ que significa cenizas o cenizas de cal y ''tamalli', hari-
na de maiz, El maiz se¢ hierve en agua con una relacibn de 1:3
(peso:volumen) con una cantidad de 1 a 2 gramos de cal por 100
gramos de maiz, dependiendo de la dureza del grano y se deja repo
sar de 8 a 14 horas. El agua de reposo (nejayote) se desecha.

Los granos se lavan con agua y Se muelen en las piedras de nixta-
mal para obtener la masa. ILsta masa se moldea para darle forma
de tortilla, la cual se cuece sobre el comal durante un tiempo
.que varia de 3 a 5 minutos a una temperatura de 180°C. Con esta
masa s$e¢ pueden hacer también tamales, atole, etc. Este proceso
se ha llevado a cabo desde hace_muchos siglos. Clavijero lo rela

ta en su Historia Antigua de México:



... con 62 {ef mafz], hacian pan, enteramenie
diverso def de Eunopa, no menor en el sabor y
en La figura, que en el modo que tenfan de ha-
cenlo, y que aln conservan hasta ahora. Cue-
cen el grano én el agua con un poce de cal:
cuando empieza a ponerlo blando Lo aprdietan en-
the Las manos, para quitarfe La piel; después
Lo nevuelven en el metaild, toman un poco de ma~
sa y extendiéndola entre ambas manos, gorman

pan, que cuecen dliimamente en el comalfli".

TRATAMIENTO ALCALINO.

USO DE ALCALI EN LA PREPARACION DE ALIMENTOS.

El tratamiento alcalino no sélo fue utilizado por las
culturas prehispinicas en la preparacién de alimentos a base de
maiz. En la actualidad el uso de 4lcali estd firmemente estable-
cido en la moderna tecnologia de alimentos y existe una gran can-
tidad de procesos que la utilizan., Entre otros, se puede mencio-
nar la manufactura de aislados y concentrados proteinicos, 1la
produccién de protefnas utilizadas como emulsificantes y antiespu
mantes; la preparacién de anflogos de alimentos comunes, particu-
larmente carnes, la elaboracibn de proteina texturizada y el es-

caldado de frutas y vegetales (0'Donovan, 1976; Van Beek et af,



1974; Finley et al, 1978; Provansal et al, 1975; Shemer et af,
e

La cal, en‘particular, es ampliamente utilizada en la
industria alimenticia. Se emplea en la industria lechera en la
produccién de mantequilla, de caseinato y de lactato de calcio.
En 1a industria azucarera se utiliza para remover fosfatos y A4ci-
dos orginicos indeseables. A partir de huesos y piel de desper-
dicio de rastros tratados con cal se producen gelatinas. El al-
macenamiento de frutas y vegetales en atmésferas controladas re-
quiere de cal para mantener una relacidén alta de 0,/CO,. Se uti-
liza cal para la obtencién de tartrato de calcio a partir de des-
perdicios de la industria vitivinfcola y la preparacién de fosfa-
to monocllcico para elaborar polvo de hornear se lleva a cabo con

altas cantidades de cal (National Lime Association, 1973).

En las sociedades industrializadas existe una gran pre-
ferencia por los alimentos manufacturados, lo que ha obligado a
que se considere la necesidad de determinar el efecto del proce-
samiento en el valor nutritivo de varios alimentos. El1 4lcali es
una de las sustancias que se encuentran bajo la lista GRAS (gene-
ralmente reconocido como seguro) (Nashef et af, 1977). 8in embar
go se ha observado que tanto el calentamiento como el tratamiento

alcalino afectan adversamente el valor nutritivo de las proteinas



(Sternberg et af, 1975b; de Groot y Slump, 1969a).

EFECTO DEL ALCALI SOBRE LAS PROTEINAS.

Se tiene evidencia de que las protef{nas sufren reaccio-
nes de desnaturalizacién e hidrélisis cuando son sometidas a un

tratamiento alcalino,

a) Desnaturalizacidn.

Las protefnas son muy susceptibles a la desnaturaliza -
cibén en solucién alcalina causada por una disminucién en la estd -
bilidad de la estructura terciaria debido a la eliminacién de in-
teracciones electrostiticas entre grupos carboxilo y amino y de
los puentes de hidrbgeno formados entre el grupo hidroxilo de 1a

tirosina y grupos carboxilo.

0
-co0®-u¥n- OB, co0® + -NH, + H,0
H+
0 o 0

€-0%-H-0-¢- 2, c0% + %-4- + H,0



b) Hidrélisis.

Una de las reacciones de hidrdélisis mis comunes que se
1leva a cabo en las proteinas que se encuentran bajo condiciones
alcalinas, es la de hidrélisis del enlace peptidico la cual con-
siste en el ataque del i6n hidroxilo al grupo carbonilo de 1la ami

da, provocédndose as{ la ruptura de la proteina.

0 0

0
W -+ 9')4”/0\” v 0
R—C—N—R' = R—C—N—R' = R—CIN—R' _, R-C—0° + R'—Mi, + OH

i :

1
H 08 1
oHe

-O

=0

Generalmente las reacciones de desnaturalizacién e hi-
drélisis provocadas por el tratamiento no causan efectos nocivos
en cuanto a nutricién. Sin embargo, sus aminodcidos pueden su-
frir modificaciones causando una disminucién en el valor biolégi

co de las proteinas.

EFECTO DEL ALCALI SOBRE LOS AMINOACIDOS.

Los aminodcidos de las proteinas sometidas a tratamien-
to alcalinc pueden sufrir modificaciones por medio de hidrélisis,
racemizacibén y B-eliminacién. Los aminofcidos modificados tam-

bién pueden dar lugar a nuevos aminoidcidos por medio de las reac-



ciones -de adicién que se 1levan a cabo en soluciones alcalinas.

. a) Hidrélisis.
BEntre los aminodcidos que se hidrolizan por efecto del
pH alto, se encuentran la glutamina y la asparagina, los cuales
por medio de una reaccién de desaminacidn, producen 4cido gluté-

mico y Acido aspirtico respectivamente.

Por otro lado, la arginina también puede hidrolizarse

dando lugar a ornitina y citrulina.

THz NHz TH?.
H%ei vt 0 o, %G,
i | Ha
TH TH THz NH2
(@) @)y —HY (@)s —  (G2)s + C50
& i |
NHLHLCO-  —+  -NH-CH-CO- NH-CH-00- ~NH-CH-CO—~ NH2
Arginina Ornitina Urea
Y "
H,0¢ N2
O&@}-NHZ 0 =G-NH;

i "
CH2)s (CHz2) 3 +  NH
~NH-CH-CO- - —NH-CH-CO-

Citrulina



b) Racemizacién.

También se llevan a cabo reacciones de racemizacién en

los aminodcidos sometidos a tratamiento alcalino.

Al carbanién

formado inicialmente, se le adiciona un hidrégenc, dando como re-

sultado el residuo D o L del aminodcido de acuerdo a la siguiente

reaccién:
: ]
RHC O RH(|: 0
1" "
NH-C—C— ——+  —HN-C—C~—
— ]
Q

OH

Residuo L-Amino Acil

+H
JNTC)

Residuo D-Amino Acil

¢) B-Eliminacién y Formacién de Dehidroalanina.

Las reacciones de f-eliminacién se inician bajo condi-

ciones alcalinas, de la misma forma que la racemizacién.

Estas

reacciones son dependientes de: pH, temperatura y presencia de

otros iones (Nashef et af, 1977; Sternberg et alf, 1975b;

Whitaker, 1980).



[ | ]
RHC O RHC O RHC (0° RHC O
n " |“ I noon
HN-C— C- m? HN-C C— ——> ~HN-CE - —HN-C— C—
H 0
6
OH v X

Los aminodcidos que contienen grupos funcionales en el
4tomo de carbono B son precursores potenciales de dehidroalanina
por medio de una B-eliminacién. Existe pérdida de los aminodcidos
cistina, cisteina, serina, treonina, lisina y arginina debido a

este tipo de reacciones y transforméndose en el dehidroaminoicido.

La serina, un aminodcido B-sustituido, puede dar comeo

resultado, bajo tratamiento alcalino, dehidroalanina (Gross,

1977):
COOH coo®
oH® |

R—HN-CH —_ R—-NH--C o
| " + OX
sz CH,
i
X Residuo Dehidroalanil

Residuo Seril
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También la cistefna y la cistina, dos aminodcidos en
los cuales en la posicién de sustitucién se encuentra el azufre
en forma de grupo sulfhidrilo y disulfuro, son posibles precur-

sores de dehidroalanina (Asquith y Carthew, 1972).

(¢}
HO x
H
—HN—%}CO—- ~HN—-C~CO-
1"
CH, CH.
(Dehidroalanina)
+ :
s 59 s '
| 1/ ‘o ]
S S SY S
| | +
CH2 CH:2 CH, CH,
| —_— "
—HN—$—CO- —HN—?—CO— —=  —HN-C}CO0— ——t= —HN-C--CO—-
H H
on®
(Cistina) (Cistefna) (Dehidroalanina)

La B-eliminacién bimolecular del grupo disulfuro es ini
ciada por la eliminacién de un hidrégeno del carbomno ; por medio
de un ataque del ién hidréxido, seguido de la liberacién de un re
siduo de S-tiocistefna. Este Gltimo es inestable y se descompone
répidamente a cistefna y azufre libre (Spande et al, 1970; Gross,

1977). La cisteina a su ves puede dar lugar a otra molécula de



dehidroalanina.

/

d) Reaccién de Adicién y Formacién de Nuevos Aminodcidos.

La doble ligadura de dehidroalanina {o del dehidroami
no4cido) formadas por la reaccién de B-eliminacién es muy reactiva
con nucleéfilos en solucién. Estos pueden ser nucleéfilos adicio
nados, como sulfito, sulfuro, cisteina y otros compuestos con sul
fhidrilos; aminas como a-N-acetil-lisina o amoniaco; o los nucleb
filos pueden ser proporcionados por las cadenas laterales de re-
siduos de aminodcidos como lisina, cisteina, histidina o tripto-
fano de la misma proteina que se encuentra reaccionando en la so-

“lucibn alcalina.

La adicién de la doble ligadura de dehidroalanina ( o
g-metildehidroalanina) involucra un ataque nucleofilico, por com-

puestos que contienen S, O 6 NH, de acuerdo a la siguiente reac-

cibn:
H
~HN-C-CO- + R'-X-H = —HN-C—-CO-

"

CHR XCHR
donde:
R = Ho CH
R'= Proteina, el residuo de la cadena lateral de un aminoécido

(puede contener S, 0 & NH) 6 H.



La dehidroalanina puede, por lo tanto, reaccionar con
el grupo & amino de iisina, el grupo & amino de ornitina, el gru-
po imidazol de histidina y el grupo guanidino de arginina dando
como resultado la formacién de un gran ndmero de "nuevos" amino-
4cidos de los cuales solo algunos son constituyentes naturales de

proteinas (Finley y Friedman, 1977).

El péptido nisina, presente en Streptococcus Lactis,
contiene dehidroalanina, dehidrobutirina, lantionina y B-metil-

"lantionina (Gross y Morell, 19771).

Desde 1936, Speakman y Whewell postularon la formacién
de 1a lantionina como producto de descomposicién de la cisteina
en lana tratada con 4lcali. La presencia de este nuevo aminodcido
fue confirmada al ser aislado por Horn y colaboradores en 1940.
Se le dié el nombre de lantionina debido a que habia sido aislada

de la lana y contiene azufre,

Después empezaron a sugerirse muchos otros productos
de degradacidn, pero todos se descomponian con la hidrélisis 4ci-
da, y por lo tanto su presencia no podia probarse por aislamiento

(Asquith et al, 1969).

Zeigler y colaboradores (1967) obtuvieron el nuevo ami-



nodcido ornitinoalanina a partir de la seda. La ornitinoalanina
proviene generalmente de ornitina y ésta a su vez de la descompo-

sicién del grupo guanidino de arginina.

LISINOALANINA.

a) Mecanismo de Formacién de LAL.

En 1964 Bohak encontré un nueve aminoicido en ribonu-
cleasa A que habia sido almacenada a pH 13. Simultdneamente
Patchornik y Sokolovsky (1964) lo encontraron en esta misma pro-
tefna tratuda con 4lcali. La presencia de LAL se ha demostrado
en hidrolizados 4cidos de varias protefnas tratadas con 4lcali
tales como lisozima, queratina, ribonucleasa, lana, seda, y ais-

lado de proteina de soya.

Este nuevo aminodcido se forma a partir de la interac-
cién de los residuos 1lisil y dehidroalanil, dando como resultado
ENS-(DL-Z-amino-z—carboxietil)-L-lisina. Debido a su origen,
sus descubridores estuvieron de acuerdo en concederle el nombre
de lisinoalanina (LAL). Bohak (1964) sugirié tentativamente que
LAL se forma cuando se encuentra presente la secuencia cis-1is en
una proteina. Conociendo la secuencia de RNasa, Bohak (1964) y
Patchornik y Sokolovsky (1964) pudieron establecer que también

puede existir una interaccidn especifica de dos residuos que se



encuentran alejados el uno del otro debido a una configuracién

especifica. La conformacién de las cadenas tienen una influencia
considerable sobre las reacciones. Asi, el doblamiento de 1las ca
denas podria acercar a las cadenas laterales reactivas a pesar de
que estos grupos no se encuentren asociados en la secuencia prima
ria (Asquith et af, 1969). Otros residuos de LAL se generan a par
tir de secuencias todavia desconocidas (Hayashi y Kameda, 1980a).

El esquema de formacién de LAL se muestra en la Figura 1.

b) Ocurrencia de Lisinoalanina.

Se pensaba que LAL existia {inicamente en proteinas tra-
" tadas con 4lcali; pero también se ha encontradoe en péptidos de
origen microbiano, como la cinamicina aislada de Streptomyces
cinnamoneus y la duramicina aislada de Streptomyces clnnamoneus

forma azacoluta (Gross, 1977).

Sternberg y colaboradores (1975a) detectaron después
de 1llevar a cabo ¢l andlisis de un gran nimero de alimentos que
1a LAL se encuentra presente tanto en productos preparados comer-
cialmente como en aquéllos hechos en casa, a pesar de que estos
no hayan sido sometidos a tratamiento alcalino. De particular
importancia fue el descubrimiento de LAL en la leche condensada,
caseina 4cida, muslo de pollo cocido, carne de res y residuos de

frituras que en ningdn momento fueron expuestos a un medio alcali
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Cistina

B CH, Dehidroalanina

12
HOOC-?H-CHz-CHQ-CHZ-Cﬂz-NHz
NH

R Lisina

1) Adicibn
2) Hidr6lisis

£ B
HOOC-CH-CHz-CH,-CHz-CH, -NH-CH; - CH-COOH
t 1
NH NH

]
R R!

Lisinoalanina (LAL)

FIGURA 1. FORMACION DE LISINOALANINA.
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no. El calor puede causar fisién del enlace disulfuro, dando co-
mo resultado dehidroalanina (Hurrel y Carpenter, 1977}, y por lo

tanto la posibilidad de formaci6n de LAL.

¢) Efectos Biolfgicos de la Lisinoalanina,

La actividad biolégica de los "nuevos aminodcidos" se
desconoce en la actualidad. A pesar de que existe gran contro-
versia sobre los efectos t6xicos de la lisinoalanina (Gould y
Mac Gregor [1977]), se ha correlacionado una lesién renal en ra-
tas con una dieta de proteinas tratadas con 4lcali y que contie-
nen LAL (Woodard y Short, 1973; Van Beek ef af, 1974; de Groot
et af, 1976a). Esta lesibn, conocida como nefrocitomegalia, con-
siste en el aumento del tamafio del niicleo (y en ocasiones también
del citoplasma) de las células epiteliales de los tdbulos proxima
les del rifién; esto no necesariamente implica un mal funcionamien

to renal especifico.

JUSTIFICACION DEL TRABAJO,

En la actualidad, el maiz es la fuente principal de
energia y proteinas en la alimentacién de muchos pueblos de Meso

américa, particularmente México.

En el Cuadro 1 se presenta el contenido de nutrimen-

tos presentes en el grano de maiz y la cantidad consumida diaria



CUADRO 1.

COMPOSICION DEL MAIZ Y RECOMENDACIONES PARA EL CONSUMO DE NUTRIMENTOS.

COMPOSICION DEL
MAIZ (en 100 g)!

CONSUMO DIARIO?

RECOMENDACIONES?

HOMBRES | MUJERES

Agua

Energia (Kcal)
Proteinas (g)
Lipidos (g)
Carbohidratos (g)

Cenizas (g)

Calcio (mg)
Fésforo (mg)
Fierro (mg)

Sodio (mg)

Potasio (mg)
Vitamina A (pg Eq)
Tiamina (mg)
Riboflavina (mg)
Niacina (mg)

Acido Ascdrbico (mg)

13.8
348.0
8.9
3.9

Total= 72.2
Fibra= 2.

0
1.2
22.0
268.0
1

0
284.0
148.0

[enT oS N o §
. .
[3N]

1,566.0
40.05

99.0
1,206.0

1,278.0
668.0

.54

3,000.0 | 2,100.0

56.0 41.0
800.0 700.0
800.0 700.0

10.0 14.0

1100-3300
1875-5625

1,515.0 | 1,212.0
1.5 1.1

1.8 1.3
20.0 14.0
30.0 30.0

! Watt, B.K. (1975).

2 Suponiendo una ingesta diaria de 450 g de maiz sin tratar,

% Nat. Acad. Sci. (1974). Recomendaciones para individuos normales promedio entre 18

y 34 afios de edad.
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mente, suponiendo que el adulto rural ingiere, en promedio

450 g de maiz. De acuerdo a las recomendaciones de la National
Academy of Sciences (1974), se puede calcular que el maiz propor-
cionaria aproximadamente la mitad de la energia (Kcal/totales) y
el 70% de la proteina y del fierro, el 50% de la vitamina A y de
la niacina, y la tercera parte de la riboflavina y del potasio;
el maiz proporcionaria fnicamente una minima parte del calcio y
del sodio requeridos, pero lograria satisfacer totalmente las can

tidades de fésforo y tiamina.

E1 valor biolégico de la protefna del maiz es 37% con
respecto al huevo. En el Cuadro 2 se presenta su contenido de
aminoicidos indispensables y se compara con el patrén recomendado
por FAO/OMS (1973). Como se observa, ademids de una marcada defi-
ciencia de lisina y triptofano, el maiz contiene una cantidad
excesiva de leucina; el problema de este exceso se acent(la debi-
do a 1la desproporcionada relacién de leucina/isoleucina (Gopalan

y Kamala, 1975).

En México el maiz se consume en forma de nixtamal; la
composicién del mafz se ve modificada por el proceso térmico-al-

cglino al que es sometido el grano (Bressani ef af, 1958). Es
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CUADRO 2. CONTENIDO DE AMINOACIDOS INDISPENSABLES DEL MAIZ
.Y RECOMENDACIONES DE FAO.

g/ 16 g N
MAIZ? PATRON DE FAO?

Lisina 3.0 5.5
Triptofano - 0.7 1.0
Cistina 1.7

{ 3.5
Metionina 2.6
Treonina 3.6 - i ;75, 4.0
Valina 5:0 7;"1'7‘? ‘ 5.0
Isoleucina 3.7 | a0
Leucina 12.8 7 - S 7.0
Tirosina 4.9

{ 6.0
Fenilalanina 5.1

NOTA: Obsérvese la marcada deficiencia del mafiz en lisina y
triptofano. La relacién leucina/isoleucina es aproxi-
madamente dos veces la considerada como éptima.

! Wang, D.I.C. (1978)
2 FAO/OMS (1973)
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sorprendente ¢l hecho de que a pesar de que la tortilla es la ba

- se de la alimentacibn de varios millones de seres humanos, exis-

tan tan pocos estudios sobre ella. La mayoria de estos estudios
se refieren a la actividad pelagragénica del mafz (Laguna y
Carpenter, 1951; Cravioto et af, 1952; Harper eif alf, 1958;
Kodicek et af, 1959), a la gelatinizacién del almidén (Trejo y
Wild, 1976); y a la suplementacion del maiz para obtener dietas
de mejor calidad (Mc Pherson y Ou, 1976; Bressani et af, 1963,
1968 y 1972).

A pesar de que aproximadamente el 70% de las proteinas
que ingiere el mexicano provienen del mafiz nixtamalizado, los
Gnicos estudios que se han realizado sobre las proteinas del nix-
tamal se refieren a la pérdida (ya sea ffsica o por modificacién
quimica) de algunos aminofcidos (Bressani y Scrimshaw, 1958;
Provansal et af, 1975; Sternberg ef af, 1975 - a Sanderson ei af,
1978, Tovar y Carpenter, 1982), Resulta, por lo tanto,de gran
interés realizar un mayor nmero de investigaciones sobre las po-
sibles modificaciones en las proteinas del maiz sometido a trata

miento alcalino,

En piginas anteriores se describieron algunas de las
reacciones que se pueden llevar a cabo sobre las proteinas cuando

se someten a condiciones de pH alto. El proceso de nixtamaliza-



cidn.al que sc expone el mafz representa condiciones alcalinas
severas. Este hecho condujo a plantear la hipftesis de que las
proteinas del maiz sufren modificaciones durante la nixtamaliza-
cién. Por lo tanto este trabajo tiene por objeto comprobar esta
hipétesis determinando algunos de los cambios que posiblemente

sufran las proteinas del maiz durante la nixtamalizacién.



0BJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es determinar algu-
nos de los posibles cambios que sufren las proteinas del maiz de-
bido al proceso de nixtamalizacién. Para ello se plantean los

siguientes objetivos especificos:

1. Determinar si existen algunos cambios, tanto cuantitativos co-

mo cualitativos,en las fracciones proteinicas del maiz debidos

a la nixtamalizacibn,

Para ello se extraerin las distintas fracciones proteinicas

del mafz de acuerdo a su solubilidad.

2. Determinar la aparici6n de la lisinoalanina en el maiz trata-

do.

Se determinard la presencia de lisinoalanina en hidrolizados
de maiz nixtamalizado por medio de un andlisis de amino#cidos.
Esta determinaci6én se llevari a cabo en el mafiz H-28 F-2 uti-
lizado a lo largo de todo el estudio, asi como sobre el mafi:z
opaco-2, debido a que al contener esta variedad mayor canti-
dad de lisina que otros maices, se aumenta la posibilidad de

formacidén de LAL,



Al contar con los aminogramas de los maices sin tratar y
nixtamalizados, tamhién serd posible determinar modificacio-

nes globales en el patr6n de aminodcidos.

Determinar si el tratamiento térmico-alcalino al que es some-
tida la proteina del maiz durante el proceso de nixtamaliza-
ci6n resulta, en términos generales, benéfico desde el punto

de vista de la nutricién.

Para efectuar esta evaluacibn, se considerarin los resultados
obtenidos de los puntos anteriormente mencionados y se lleva-
rd a cabo una prueba biol6gica de relacitn de eficiencia pro-

teinica.



MATERIALES Y METODOS

- MATERIAL BIOLOGICO.

o Ei'trabajo se 1levé a cabo con maiz cristalino hibrido
H-iBVF;Z'de precocidad intermedia, adaptado a Valles Altos, de 1la
cosecha de 1978; campo de Chapingo, donado por el Dr. Joaquin Or-
tiz Cereceres, del Colegio de Postgraduados de Chapingo, México;
y con maiz opaco-2 TL-79B 1801 (Flint), TEMPERATE X TROPICAL
H.E.O, donado por la Dra. Evangelina Villegas, del Centro Interna

cional de Mejoramiento de Mafz y Trigo (CIMMYT).

PROCESO DE NIXTAMALIZACION.

Las mazorcas se almacenaron en el cuarto frio a 10°C
hasta el momento de ser desgranadas. Las condiciones de nixtama-
lizaci6n empleadas fueron las mds dridsticas dentro de la forma
tradicional utilizada en Mé&xico. Se parti6 de 100 g de maiz, con
una proporci6én de agua de 3:1 (volumen:peso) y 2 g de cal comer-
cial. E1l grano se hirvidé durante 30 minutos en estufa de gas en
un matraz erlenmeyer de 1 litro, agitando ocasionalmente, y se
dejo reposar 14 horas (durante la noche, como se hace tradicional
mente), tiempo después del cual se separdé el mafz nixtamalizado
del nejayote, y se lavé 2 veces con agua. El proceso de nixtama-

lizacifn utilizado se muestra en la Figura 2.
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MAIZ (100 g)
300 ml H,0

2 g cal
Ebullicién 30 min.

MAIZ + NEJAYOTE
14 horas de reposo

Decantacién
¥ ¥
NEJAYOTE MAIZ NIXTAMALIZADO
Lavado 2 veces con agua
Decantacién
¥ ¥
AGUA DE LAVADO MAIZ NIXTAMALIZADO

FIGURA 2. PROCESO DE NIXTAMALIZACION.
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El nejayote y el agua de lavado se juntaron y se concen
traron en un Rotavapor (Biichi-R). Este concentrado se congeld
con acetona y hielo seco y se 1liofiliz6é en una Liofilizadora Lab-
conco Freeze-Dry 3. El nejayote liofilizado se pesd y se determi
ndé el contenido de nitrégeno por el método de Macrokjeldahl usan-
do selenio como catalizador (Pearson, 1973), haciéndose la diges-

tién en un Digestor Labconco 60 301.

PREPARACION DE LA HARINA.
El mafz nixtamalizado (NIXT) lavado se sec6 en una estu
fa con vacfio J.M. Ortiz, Modelo 774, a una temperatura de 40°C du

rante aproximadamente 4 horas.

Tanto el maiz sin tratar (ST) como el nixtamalizado (se
co), se molieron en un molino Super Line SC-ES hasta obtener un
tamafio de particula capaz de atravesar la malla 60. El método uti

lizado en la preparaci6n de la harina se muestra en la Figura 3.

Todos los experimentos que se describen a continuacidn
se realizaron tanto con harina de nixtamal como de maiz sin tra-

tar, ya que éste se empleé como control.



MAIZ NIXTAMALIZADO
Desecar

¥

MAIZ NIXTAMALIZADO SECO

Moler, tamizar

v

HARINA DE NIXTAMAL

FIGURA 3 . PREPARACION DE HARINA.

MAIZ SIN TRATAR

Moler, tamizar

HARINA DE MAIZ SIN TRATAR
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ANALISIS BROMATOLOGICO GENERAL.

Se determiné el contenido de humedad, extracto etéreo y
nitrdgeno de las harinas de maiz H-28 F-2 y opaco-2 antes y des-

pués de la nixtamalizaci6én de acuerdo con los siguientes métodos:

a) Humedad.

A las harinas de maiz ST y NIXT se les determin$ el con
tenido de humedad en una Termobalanza Ohaus Modelo 6010. Se pesa
ron 10 g de harina y se calentd hasta obtener un peso constante.
El aparato da directamente la lectura de la cantidad de humedad

en la muestra.

b) Extracto Etéreo.

Se determiné el contenido de extracto etéreo de las ha-
rinas sin tratar y nixtamalizada con el método de Soxhlet (AOAC,
1970a), usando éter etflico como solvente y colocando en los car-
tuchos 1 g de muestra. Se calentd con canastilla y redstato

(T-40) durante 8 horas. (Este método cuantifica lipidos y lipoides).

c) Nitrdgeno.

Se determiné el contenido de nitr6geno de 1la harina de
maiz ST y NIXT por el método de Macrokjeldahl (ACAC, 1970b). Con
la cantidad de nitr6geno obtenida se calculd el contenido de pro-

tefna cruda, utilizando el factor de conversidén de 6.25. Se rea-
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1126 una prueba "t' de acuerdo a Bader (1980) con el objeto de de

terminar si las diferencias en el contenido de proteinas eran es-

tadisticamente significativas.

EXTRACCION DE PROTEINAS.

Para la extracci6n de proteinas de acuerdo a su solubi-
lidad, se utilizaron las té&cnicas descritas por Hansel y colabora
dores (1973) y Paulis y colaboradores (1975)., Las harinas de maiz
H-28 F-2 sin tratar y de nixtamal se desgrasaron antes. de efec-

tuar la extraccién.

METODO DE HANSEL.
En la Figura 4 se muestra la técnica de extraccidn de

proteinas descrita por Hansel y colaboradores (1973).

a) Extraccién de Albfiminas,

10 g de harina desgrasada se agitaron con 150 ml de
agua desionizada durante 12 horas en el cuarto frio (5°C), y se
centrifugaron a 1000 x g durante 30 minutos en una centrifuga
Damon IEC Modelo HT. El residuo se lavd 2 veces agitande durante
1 hora con 75 ml de agua, Se unieron los 3 sobrenadantes y se ba
jé el pH hasta 2.7 con una soluci6n de tungstato de sodioc (5 g de

tungstato de sodio, 6 g de fosfato de sodio monobdsico anhfidro en



HARINA DESGRASADA

H20
¥ Iz
SOBRENADANTE PRECIPITADO
Tungstato de Sodio NaCl 5%
¥ ¥ ¥ ¥

SOBRENADANTE

NO PROTEINICO ALBUMINAS | GLOBULINAS PRECIPITADO

EtOH 70%
¥ 13
SOBRENADANTE PRECIPITADO
H,0 NaOl 0.2%

-

SOLUBLE EN INSOLUBLE EN SOBRENADANTE RESIDUO NO

EtOH 35 % EtOH 35 % PROTEINICO
CH3;COOH 10%

[PROLAMINAS]

¥ ¥
SOLUBLE A  INSOLUBLE A
pH=6.0 pH=6.0

[GLUTELINAS]

FIGURA 4. EXTRACCION DE PROTEINAS POR EL METODO DE HANSEL (Hansel et af, 1973)
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500 m1 de HC1 0.88 N). La solucidén permanecié a 5°C por 12 horas
y la mezcla se centrifugd a 1000 x g durante 30 minutos. EI pre-
cipitado obtenido se dializf contra agua, se concentrd en rotava-

por y se liofilizd.

b} Extraccién de Globulinas.

El residuo obtenido después de la extraccidén con agua
se tratd con una solucidén de NaCl al 5%, siguiendo el mismo pro-
cedimiento que en la extraccibn de albfiminas, exceptuando la se-
gunda lavada, en la cual se utilizé agua en lugar de NaCl. El so
brenadante se dializé contra agua, se concentré en rotavapor y se

liofilizé.

c) Extraccidn de Prolaminas.

El residuo del tratamiento con NaCl se resuspendid en
etanol al 70%. E1 procedimiento fue el mismo que el efectuado
con agua, excepto que la agitacién se 1llevd a cabo a temperatura
ambiente por 5 horas. Se combinaron los 3 sobrenadantes y se afia
did agua hasta obtener una concentracién final de etanol de 35%.
La solucidén se centrifugd y el precipitado se liofilizé, obtenién
dose la fraccidn insoluble en etanol al 35%, El sobrenadante se
concentrd y liofilizdé. Bl residuo constituy8 la fraccidn soluble
en etanol al 35%., Tanto la fraccién soluble como la insoluble se

consideran prolaminas.
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dj Extraccién de Glutelinas.

El residuo del tratamiento alcohélico se traté con una
solucién de NaOH al 0.2%. E1l procedimiento fue el mismo que para
la extraccién con etanol. Al extracto de NaOH se anadid 4cido
acético al 10% (p/v) hasta alcanzar un pH= 6. La solucién se cen
trifugé y el precipitado se liofilizé, obteniéndose la fraccién
insoluble a pH= 6. El sobrenandante se dializ6 contra agua, se

concentré y liofiliz6é, obteniéndose la fraccién soluble a pH= 6.

Para detectar el almidén (o dextrinas originadas por hi
drélisis), se afiadié una pequefia cantidad de proteina, una gota
de la solucién de lugol (KI;) segln Glick (1949), obteniéndose en
la mayoria de los casos, resultado positivo. Se traté entonces
de solubilizar dicho almidbén, agitando 1 mg de muestra durante 5
horas a temperatura ambiente en 10 ml de dimetil sulféxido (DMSO)
al 90% (Paulis et af, 1969; Nielsen et af, 1970). Se centrifugd
a 20,000 x g durante 1} horas. El precipitado se liofilizé y se

ensayd nuevamente con lugol.

A pesar del tratamiento con DMSO, se seguia detectando
almidén en la fraccibén de glutelinas, por lo que se sustituyé el
método de extraccién por el de Paulis y colaboradores (1975). Es
te método utiliza B-mercaptoetanol para romper los enlaces disul-

furo permitiendo liberar el almidén atrapado en ellos, faciliténdo
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se as{ la obtencién de glutelina pura.

METODO DE PAULIS.
En la Figura 5 se muestra la técnica de extraccién de

proteinas descrita por Paulis y colaboradores (1975).

a) Extraccién de Albfiminas.

Se agitaron en el refrigerador 10 g de harina de maiz
previamente desgrasada, con 50 ml de agua desionizada durante 1 ho
ra y se centrifugaron a 20,000 x g durante 30 minutos. EI preci-
pitado se agité con 25 ml de agua, durante 1 hora y se centrifugé
nuevamente. Los sobrenadantes se unieron, se dializaron contra
agua en el refrigerador y se concentraron en el rotavapor antes

de liofilizarlos, Esta es la fraccién de albﬁminas (A}.

b) Extraccién de Globulinas.

El precipitado obtenido después de la extraccibén con
agua se agitbé con 50 ml de NaCl 0.5M durante 1 hora en el refrige
rador y se centrifugb a 20,000 x g durante 1 hora. E1 precipita-
do se agité con 25 ml de NaCl 0.5M y se centrifugb; el precipitado
se agité con 25 ml de agua y se centrifugb nuevamente. Los sobre
nadantes de las 3 centrifugaciones se unieron. Se dializb contra
agua, se concentrd y se 1iofilizé obteniéndose la fraccién de glo

bulinas (B).



HARINA DESGRASADA
!HZO
+ +
ALBUMINAS PRECIPITADO
(A) |NaCl 0.5M
P 4
GLOBULINAS PRECIPITADO
(B) IEtOH 70%-NaOAc 0.5M

¥ v
PROLAMINAS PRECIPITADO

(€ EtOH 70%-NaOAc 0.5M
B-Mercaptoetanol 0.1M

¥ ) +
GLUTELINAS SOLUBLES PRECIPITADO

(D) Tris-borato 0,125M-DSS 1% pH= 8.9
B-Mercaptoetanol 1%

¥ ¥
RESIPUO NO PROTEICO
GLUTELINAS INSOLUBLES

(E)

FIGURA 5. EXTRACCION DE PROTEINAS POR EL METODO DE PAULIS.
(Paulis et af, 1975).
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¢) Extraccién de Prolaminas.

El precipitado de la extraccidén con NaCl 0.5M, lavado
con agua sc agitd con 100 ml de etanol 70%-acetato de sodio
(NaOAc) 0.5 % durante 1 hora a temperatura ambiente y se centrifu-
gb. Esta operacifn se 1levd a cabo 3 veces. Los sobrenadantes se
mezclaron y este Gltimo se dializé contra etanol al 70%, se concen

trdé y se liofiliz6, obteniéndose la fraccién de prolaminas (C).

d) Extraccibn de Glutelinas.

El precipitado de la extraccién de prolaminas se agité
a temperatura ambiente con 100 ml de etanol 70%-NaOAc 0.5%-B-mer-
captoetanol 0.1M durante } hora y se centrifugb., Este procedimien
to se llevé a cabo 2 veces. Se unieron los sobrenadantes, se dia-
lizaron contra una solucién deetanol al 70%, se concentrd y se
liofiligé, obteniéndose la fraccién de glutelinas solubles en al-

cohol (D).

Las glutelinas insolubles en alcochol se extrajeron in-
cubando el residuo durante 16 horas a 37°C en una solucibén de
trishidroximetilaminometano (tris)-borato-0.125M-dodecil sulfato
de sodio (DSS) al 1% pH= 8.9-B-mercaptoetanol al 1%. EI1 volumen
de incubacién correspondia a una cantidad de DSS igual al doble
dgl peso de la proteina (determinada por el método de Kjeldahl).
Después de la incubacién, se 1levdé a cabo una centrifugacidn;

el sobrenadante se concentré y se liofilizé. Este liofilizado



constituyé 1affrdttiénfdéﬁgiutélinés insolubles (E).

Las centrifugaciones se llevaron a cabo en una centri-
fuga Beckman JA-20 rotor J-14 a una temperatura de 4°C, en tubos

de 250 ml de capacidad.

ANALISIS DE PROTEINAS.,

Se detectaron los cambios en las diferentes fracciones
proteinicas del mafz H-28 F-2, debidos a la nixtamalizacién, tanto

cuantitativa como cualitativamente.

ANALISIS CUANTITATIVO,
El andlisis cuantitativo de las fracciones proteinicas

se realizé por los métodos de Lowry y de Microkjeldahl.

Con el objeto de determinar si existia diferencia sig-
nificativa entre la cantidad de proteina obtenida en las diferen-
tes fracciones extraidas de 1a harina de maiz sin tratar con res-
pecto a la de nixtamal, se efectud una prueba "t'" de acuerdo a

Bader, 1980.

a) Método de Lowry.

La cuantificacién de proteina se llev6 a cabo en las



fracciones obtenidas por las técnicas de extraccién de Hansel y
‘de Paulis anteriormente descritas, de acuerdo al método de Lowry
(Loﬁry et af, 1951) utilizando alblimina sérica bovina (Sigma) co-
mo batrén y leyendo a 750 nm en un espectrofotémetro Pye Unicam

SP 30

_ Las determinaciones se efectuaron en los extractos des
pués de la didlisis y la liofilizacibn; para ello, el liofilizado
se disolvib en agua (cuando se trataba de material insoluble, la
disolucibn se hizo en agua a la que se habia agregado unas gotas
de NaOH; los controles también contenfan NaOH). Por conveniencia,

a este tipo de cuantificacién se le denominard Lowry sbélido.

También se cuantificdé 1la proteina directamente en el
medio de extraccién, antes de la didlisis, concentracibén y liofi-
lizacién. Los controles variaban segln 1a solucién de extraccién.

(En adelante se referird a este método como Lowry liquido).

b) Método de Microkjeldahl.

El método de microkjeldahl que utiliza selenio como ca-
talizador (Pearson, 1973) también fue empleado para la cuantifica
cibn de proteina disuelta en el medio de extraccibén. Se usé el
factor de conversién de 6.25 y el volumen de la muestra fue de

0.2-0.4 ml,
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ANALISIS CUALITATIVO.
Las modificaciones a nivel cualitativo de las fraccio-

nes proteinicas extraidas del maiz H-28 F-2 por el método de

Paulis se determinaron por medio de electroforesis.

La electroforesis se 1levé a cabo en geles de poliacri-
lamida en placa, utilizando un aparato vertical fabricado con ma-
terial acrilico y alambre de platino, con capacidad para una pla-
ca de 14,5 x 15 cm y un volumen total de 800 ml de solucibén amor-
tiguadora. Se escogid la técnica en placa ya que presenta las si-
guientes ventajas sobre el tubo: la resolucidn es mejor, la can-
tidad de muestra requerida es menor, se pueden hacer mejores com-
paraciones de una muestra con respecto a otra-y ;e pueden deshidra

tar para conservar por tiempo indefinido.’

a) Geles de acrilamida al 10%.

Los geles de acrilamida al 10% se prepararon utilizando
la técnica de Davis (1964), con un sistema discontinuo (gel de se
paracién al 10%, y gel de concentracién al 4.5%) de acuerdo al
Cuadro 3 . E1 gel de concentracién se afiadi6 después de la poli

merizacidn completa del gel separador.

b) Geles de gradiente de acrilamida.

Se prepararon también geles de separacién con gradiente



-43-'

CUADRO - 3. PREPARACION DE GELES DE ACRILAMTDA AL 10%.

GEL DE SEPARACION | GEL CONCENTRADOR
AL 10% AL 4.5%
(m1) (ml)
H20 8.024 2,895
PSA al 10% 0.10 0.05
Acril 30%-Bis 0.8% 6.666 0.75
Tris-HC1 1.5M pH= 8.8 5.0 -
Tris-HC1 0.5M pH= 6.8 - 1.25
DSS al 10% 0.2 ¢.05
TEMED 0.010 0.005
PSA Persulfato de amonio (por ser inestable esta solucién de-
be prepararse en el momento de usarse).
ACRIL  Acrilamida. Se recristaliz6 en cloroforme (70 g/1)
Bis N,N'-Metilen-bisacrilamida. Se recristalizé en acetona
(40 g/1)
Tris Trishidroximetilaminometano.
DSS Dodecil sulfato de sodio
TEMED N,N'-Trietilmetiletilendiamina.
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de poliacrilamida. utilizando una modificacibn de la técnica de
Laemmli (1970). Se colocaron 10 ml de cada una de las dos solu-
ciones con diferente concentracién de acrilamida en un aparato pa
ra hacer gradientes (con capacidad para 60 ml) y se mezclaron agi
tando con una varilla de vidrio de un mezclador Caframo RZR1-64.
Los gradientes de acrilamida utilizados fueron: 7.5-13%, 7.5-15%,
10-15%, 10-18%, 10-20%, 10-25%, y 10-30%, y se prepararon como se
muestra en el Cuadro 4. Después de la polimerizacién del gel se-
parador, se eliminé el agua de la superficie y se adiciond gel

concentrador al 4.5%, de acuerdo al Cuadro 3.

Preparacién de la muestra:
Se disolvieron 3 mg de proteinas liofilizadas en 0.5 ml
de solucibn amortiguadora, preparada de la siguiente manera:

ml
Tris 0.5M pH= 6.8
DSS 10%
f-Mercaptoetanol
Glicerol
Agua

=R = N e~
[= R = B =~

Azul de Coomassie al 0.2% 05

Las proteinas se centrifugaron a 1,500 rpm durante 10
minutos en una centrifuga International Clinical Centrifuge, mode
1o CL. E1 sobrenadante se aplicé al gel de concentracién de igual

manera en los geles de acrilamida de 10% y en los de gradiente.



CUADRO 4 ., PREPARACION DE GELES CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ACRILAMIDA (GRADIENTES).
(mi)
7.5 % 10% 13% 15% 18% 20% 25% 30%

H,0 A 4,845 4,012 3.015 2.345 1.345 0.679 3.178 2.345
PSA al 10% 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Acril 30%-Bis 0.8% 2.5 3.333 4.33 5.0 6.0 6.666 4,167%| 5.0%
Tr?s-HCl 1.5M pH=8,8 2.5 2.5 2.5 2.5 2,5 2.5 2.5 2.5
DSS 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
TEMED 0.005 0.005 0.005 0.005 0.003 0.005 0.005 0.005

_Str_

*
Los geles con gradiente de acrilamida 10%-25% y 10%-30% se prepararon con una solucidn de
acrilamida concentrada (acrilamida 60%-bisacrilamida 1.6%) dibido a la limitacidn del vo-

lumen.
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Procedimiento para desarrollar la electroforesis:
La solucién amortiguadora para los electrodos fue de

Tris 0.049M-0.1% DSS pH= 8.3.

Se utilizaron 2 fuentes de energia diferentes, una con
diferencia de potencial constante {fabricado en el taller eléctri
co de la Facultad de Quimica, UNAM), y otra con intensidad cons-

tante marca ISC0-490.

La corriente inicial fue de 10 mA; al entrar la protei-
na al gel de separacién, se subié a 20 mA. El tiempo total emplea
do para la separacién fue de 5% horas cuando se tenia corriente
constante, y 6 horas con diferencia de potencial constante. Se
observé una ligera variacién en el tiempo requerido para efectuar
la separacién cuando se trabajé con la fuente ISCO, debido a las

diferentes concentraciones en los geles de gradiente.

Terminada la separacién, el gel se tifi6 con azul de
coomassie al 0.2% en 4cido tricloroacético (ATC) al 50% durante
20 minutos, y se destifié con 4cido acético al 7%. Se observé ma-
yor nitidez en las bandas cuando se calenté entre 50 y 60°C duran
te el destefiido del gel. Este calentamiento también presentd la
ventaja de que el proceso fue mis rdpido y el nlmero de cambios

de Acido acético fue menor.
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En todos los casos se corrid la proteina del maiz nix-
tamalizado junto a la del maiz sin tratar para poder observar con
mayor facilidad los cambios, aparicién y desaparicién de bandas

debido al tratamiento térmico-alcalino,

Se determind el peso molecular de las proteinas principa
les obtenidas en geles con una concentracibén del 10% de acrilami-
da seglin el método de Weber y Osborn (1969), usando hexoquinasa,
aibGmina bovina, celulasa, a-amilasa, pepsina, tripsina, lactogleg
bulina, lisozima, o-quimotripsina y citocromo ¢, como proteinas pa

trén (Figura §5).

También se utiliz6 un gel con gradiente de concentra-
cif6n de acrilamida de 10-20% para lo cual se verificd con anterio

ridad la validez de esta té&cnica.

La migracién real (u) de las proteinas estd dada por:

. distancia recorrida por la proteina
distancia recorrida por el colorante

H

Estas distancias se midieron a partir de la unidn de los
geles concentrador y separador hasta los puntos en que se locali-
zaban la proteina y el frente (dado éste por el azul de coomassie
aplicado inicialmente junto con la muestra), después de haberse

destefiido el gel con dcido acético.
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Los geles se secaron calentando al vacio sobre papel

filtro en un secador de geles planos modelo 224 de Bio-Rad.

ANALISIS DE AMINOCACIDOS.

El andlisis de aminofcidos se realizé en las harinas
sin tratar y de nixtamal de los maices H-28 F-2 y opaco-2. Este
anilisis se llevdé a cabo con el fin de detectar la formacidn de
lisinoalanina (LAL). Por lo tanto se introdujo también LAL a la
mezcla de patrones, la cual fue generosamente donada por los Dres.

P, Slump y J.C. Woodard.

Se trabaj6é con un autoanalizador marca Technicon modelo
NC-2P utilizando una columna de 5 x 470 mm a una temperatura de
60°C con un flujo constante de 0.44 ml/min. El tipo de resina
utilizada fue C-3 de Technicon colocada a una altura de cama de
420 mm. Se utilizaron soluciones amortiguadoras de acetatos con

pH= 3.9, 4.1 y 5.0,

a) Hidrélisis Acida.

La hidrblisis dcida de la muestra se llev6 a cabo segln
la técnica de Moore y Stein (1963) con algunas modificaciones
principalmente en el tiempo y la temperatura debido a las observa

ciones y recomendaciones de Lucas (comunicacién personal): Harina



.de maiz, equivalente a 50 mg de proteina, se colocé en un tubo
con tapdn de rosca Pyrex No. 9825 con 2 ml de HCl 6N y se congeld;
se adiciond nitrdgeno purificado (flujémetro con 4-5 unidades/30-
45 seg) y se metid a un bafio de aceite dentro de una estufa Thelco

19, donde permanecié a 110°C durante 22 horas. Se lavd con agua.

b) Hidrdlisis Alcalina.

La hidr8lisis alcalina se llevd a cabo segln el método
de Lucas y Sotelo (1980}. A un equivalente de 100 mg de proteina
se le adicionaron 4 ml de LiOH 4N, se congeld y se inyectd nitré-
geno. Se calentd a 145°C durante 8 horas. Se lavd con H;P0, al
85% y se neutralizdé. El lavado final se hizo con una solucién de

agua:etanol 3:1 con hidroxiquinona al 0.01% (como antioxidante).

c) Cromatografia en Capa Fina.

Para verificar que la LAL no se habia hidrolizado duran
te el tratamiento con HCl, se hizo una cromatograffia ascendente
en una placa de silica gel 60de 10 x 20 cm con un espesor de cama
de 1.0 mm (Merck) de acuerdo a Sternberg y colaboradores (1975b).
En la placa se coloc6é LAL, lisina, LAL hidrolizada con HCl 6N a
110°C durante 22 horas, hidrolizado de maiz sin tratar e hidroli-

zado de maiz nixtamalizado,

La cromatografia se efectu6 en un sistema de solvente



,butanoléicido~fGrmiéo-agua (23:4:5) durante 8 horas. Se sec6 la
placa Y*sélcbrriéyuna segunda vez en la misma direccién por 44
- horas. . La placa se rocif con ninhidrina y se reveld calentando

en la‘estufa a 100°C durante 10 minutos.

PRUEBAS BIOLOGICAS,

Se 1levd a cabo un estudio de relacién de eficiencia
proteinica (REP} a 14 dias con 5 lotes de 6 ratas por lote, de

acuerdo a Osborne y colaboradores (1919).

a) Animales y Especificaciones.

Se seleccionaron 30 ratas albinas Wistar machos de 21
dias de edad, nacidas en el Bioterio de 1la Facultad de Quimica.
Después del destete se mantuvieron todas juntas durante un dia
en una dieta de chow en forma de pastilla. Las ratas se pesaron
y se colocaron al azar, en donde se les asign6é una de 5 dietas di
ferentes. La asignacidén de estas dietas se decidié organizando
lotes de 6 ratas cada uno, de manera que la diferencia de peso en

tre ellos no fue mayor de 0,3 g,

Los animales tuvieron acceso libre al agua y al alimen-
to desde la iniciacifn hasta el final del experimento, La tempe-

ratura del cuarto fluctud entre 19 y 24°C y la iluminacién artifi



,01a1 se mantuvo 147horas por 10 horas de obscuridad. Las ratas

se pesaron cada 3 dias y se ‘registré la ingestién de alimento.

b) Préparacién de Dietas.

Las dietas especificas para cada grupo se prepararon to
mando harina de maiz H-28 F-2 como base, de tal manera que fueran
isoproteinicas e isocaléricas a expensas del azficar. La diferen-
cia entre las dietas radicaba principalmente en el tipo de trata-
miento que habia sufrido 1a harina de maiz: mafz sin tratar, maiz
cocido y maiz nixtamalizado. Las formulaciones de las dietas se

presentan en el Cuadro 6 .

La cantidad de harina de la dieta se calculd de tal ma-
nera que suministrara en todos 1os casos 7.8 g de proteina/100 g
de dieta. Por lo tanto, la concentracién de proteina de las die-
tas II y V se vié incrementada a 9.6 g/100 g de dieta, debido a
la suplementacibn exégena con los aminoicidos lisina, triptofano,

isoleucina y metionina.

Las dietas se mezclaron el dfa anterior al inicio del
experimento y se guardaron a 4°C en bolsas de plédstico. Las vita
minas se mezclaron con 1los minerales y esto a su vez con el azfcar;
en el caso de las dietas suplementadas, se incorpord la premezcla

de aminodcidos. El aceite de maiz se mezcléd con alicuotas de ha-



CUADRO 6 .

FORMULACION DE LAS DIETAS.

g/100 g
MAIZ SIN TRATAR MAIZ €oCIDO MAIZ NIXTAMALIZADO
I 11 II1 v v
Harina de mafz 90 90 86.976 84.08 84.08
Vitaminas* 1 1 1 1 1
Minerales* 3. 3 3 3 3
Aceite* 1 1 1 i 1
AzGcar 5 2,45 8,024 10.92 9.072
Lisina-HCl - 1.096 - - 1.096
Triptofano - 0.118 - - 0.118
Isoleucina - 0.288 - - 0.288
Metionina - 0.346 - - 0.346
CaCO; - 0.7 - - -

La concentraci6bn de proteina en las dietas determinada por Macrokjeldahl fue: I, 8,5%;
II, 10.0%; III, 8.5%; IV, 8.2% y V, 9,1%.

*Vitamin Fortification Mix. Cat. No. 40060, Teklad. Test Diets, Madison, Wisconsin.

Mineral Mix Rogers-Harper. Cat. No. 170760. Teklad. Test Diets, Madison, Wisconsin. -

Aceite puro de

maiz La Gloria.

>

- SS -



rina y luego todo junto se hizo pasar 3 veces a través de un ta-
miz. Todos los ingredientes se mezclaron finalmente en un mezcla

dor automfitico de acero inoxidable durante 30 minutos.

Con el objeto de verificar la cantidad de proteina pre-
sente en cada dieta, se llevd a cabo un andlisis de nitrfgeno por
el método de Macrokjeldahl, como se describié anteriormente; las“
concentraciones reales de proteina en las dietas se muestran en

el Cuadro 6.,

Al cabo de 14 dias se determin6 la ganancia de peso de
cada rata, asi como la cantidad total de proteina ingerida. Esta
Gltima se calculé por la diferencia entre el peso del total del
alimento que se proporciond a las ratas y el peso del alimento
sobrante (tanto en el recipiente como ¢l que estaba tirado), mul-

tiplicado por la concentracidn de proteina en la dieta.

La relacién de eficiencia proteinica (REP) se obtuvo

de la siguiente manera:

REp = 8anancia de peso (g)
proteina ingerida (g)

Con el objeto de determinar si existia diferencia signi
ficativa entre los tratamientos, se realizd una prueba F de rango

mltiple de acuerdo a Duncan (1955).



Todos loérfééhltédos reportados en este Capitulo se dan

en pEeso seco,

NIXTAMALIZACION,

Se escogib6 un tiempo de nixtamalizacién de 30 minutos
ya que después de ese lapso la cascarilla se desprende ficilmente
del grano (éste es el indicador usado en los molinos de nixtamal
para determinar el tiempo de cocimiento al que se debe someter el

maiz).

Después de la nixtamalizacidn y transcurridas las 14 ho
ras de reposo del maiz, el pH del nejayote fue de 12.2, Al unir-
se éste con el agua de lavado (se hicieron 2 lavados), el pH dis-
minuyd a 12.1 después de la primera lavada, y a 11.9 después de

la segunda.

El nejayote obtenido es un liquido amarillo con algunas
particulas de cascarilla en suspensién. Al concentrarse y liofi-
lizarse, se obtuvo un 6.36% del peso original del maiz. EI1 balan

ce de s6lidos totales se muestra en la Figura 6.
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100 g DE MAIZ H-28 F-2

Nixtamalizacifn
3 ¥
93.64 g DE MAIZ 6.36 g DE NEJAYOTE
NIXTAMALIZADO

FIGURA 6 BALANCE DE SOLIDOS TOTALES.



ANALISIS BROMATOLOGICO GENERAL.,
E1 contenido de nitrégeno en el nejayote fue de 0.5 g/
100 g por 1o que la cantidad de proteina cruda calculada fue de

2.9 g/100 g de nejayote,

Se efectué el andlisis de humedad, extracto etéreo y
nitrdgeno sobre las harinas de maiz H-28 F-2 antes y después de
la nixtamalizacidn., Los resultados de estas pruebas se muestran

en el Cuadro 7

El contenido de proteina cruda del maiz H-28 F-2 y del
opaco-2 se calculd a partir del nitrdégeno determinado por el mé-
todo de Macrokjeldhal utilizando el factor de conversidn de 6.25.

Estos resultados se muestran en el Cuadro 8 .

Con el objeto de determinar si el cambio detectado en
el contenido de proteina en las harinas dehbido a la nixtamaliza-
cidn tenia significancia estadfistica, se realizd una prueba "t".
Los resultados del Cuadro 8 indican que no existe diferencia sig-
nificativa entre el contenido de proteina del maiz sin tratar y

el del nixtamalizado al nivel de probabilidad de 0.001.

La Figura 7 muestra el resultado del balance de protei-

na cruda para el H-28 F-2 después de ser sometido al tratamiento
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CUADRO 7. ANALISIS BROMATOLOGICO GENERAL DEL MAIZ H-28

F-2.
g/100 g de Maiz
ST NIXT
Humedad 13 13
Bxtracto etéreo 5.85 5.82
Nitrdgeno 1.28 1.34
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CUADRO 8, CONTENIDO DE PROTEINA CRUDA DE LOS MAICES H-28
F-2 Y OPACO-2.

/100 g de Mafiz Seco

ST NIXT n Prueba 't"
H-28 F-2
Nitrdgeno 1.47 | 1.54 6 P >0.007
Proteina 9.2 9.6
OPACO-2
Nitrdgeno 1.84 1.86 6 P>0.001
Proteina 11.5 11.6

n Indica el nfimero de determinaciones.
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100 g MAIZ H-28 F-2
(9.2 g DE PROTEINA)

+ 3
93.64 g MAIZ NIXTAMALIZADO 6.36 ¢ DE NEJAYOTE CON
CON 9.6% DE PROTEINA 2.9% DE PROTEINA
EQUIVALEN A EQUIVALEN A
9.0 g DE PROTEINA 0.2 g DE PROTEINA
l

9,2 g DE PROTEINA

FIGURA 7. BALANCE DE PROTEINA DESPUES DE LA NIXTAMALIZACION.
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térmico alcalino,

ANALISIS DE PROTEINAS,

Por conveniencia, en adelante se referiri a las protel-
nas extraidas de la harina de nixtamal como proteinas nixtamaliza

das.

ANALISIS CUANTITATIVO,

La primera técnica utilizada en este trabajo para ex-
traer proteinas fue la descrita por Hansel y colaboradores (1973).
Las fracciones extraidas liofilizadas se pesaron y se les determi
n6é el contenido de proteina por el método de Lowry sdlido. Los

rendimientos de extraccién por la técnica de Hansel se muestran

en el Cuadro 9 .

En el Cuadro 9 se observa que solamente una pequefla can
tidad del material extraido corresponde a proteina. Con objeto
de determinar si la contaminaci6n correspondia a material de tipo
amilaceo, se llevd a cabo una prueba cualitativa répida (lugol o

KI; descrita por Glick, 1949),

Como se puede observar en el Cuadro 9, por lo menos
una parte de 1os contaminantes que afectan el rendimiento de ex-

traccibn de las proteinas es almidbn, por lo que se procedis a



CUADRO 9. EXTRACCION DE PROTEINAS POR EL METODO DE HANSEL™.

g de material liofilizado Concentracidn de proteina cn el Almidén
SOLIDOS extraido a partir de 10 g | extracto g de proteina/100 g de Presente
de harina desgrasada material
ST NIXT ST NIXT ST NIXT
Solubles en agua {
A (AlbGminas) 0.030 0.020 32.7 36.0 + +
Solubles en NaCl _ .
B (Globulinas) 0.080 0.094 40.6 15.3 x
Solubles en EtOH al {
35% (Prolaminas so- 0.194 0.261 6.9 6.2 - - .
c lubles)
o
Insolubles en EtOH ™~
35% (Prolaminas inso- 0.125 0.103 63.5 61.2 - - '
lubles)
Solubles en NaOH a
pH= 6.0 (Glutelinas 0.276 0.079 21.4 28.1 + +
~solubles)” ‘
D Insolubles en NaOH
a pH=6.0 (Glutelinas 0.514 0.248 44.0 43.5 + +
insolubles)

*La concentracién de proteina se determind por el método de Lowry sélido.

+ Presencia de almiddn (coloracién azul)

- Ausencia de almid6én (coloracidén amarilla)

x En este caso se obtuvo una solucién transparente. S¢ hicieron pruebas para determinar la causa de
la desaparici6én de color. El almidén en contacto con cal daba una reacci6én similar en presencia de
KI;.



inteﬁtﬁfréﬁreliminécién. Se siguié la técnica descrita por
Nielsen y colaboradores (1970) la cual utiliza dimetil sulféxido
(DMSO) .  El resultado obtenido con este método no fue el deseadoya
que no sélo no produjo la eliminacién total del almidén, sino

que ademds el mismo DMSO resulté dificil de eliminar, por lo que
se requirieron mas manipulaciones que produjeron una mayor pérdi-

da de proteina.

Debido al bajo rendimiento obtenido y a la dificultad
que presentaba la eliminacién del almidén, se buscéd una técnica
que ofreciera mejores resultados de extraccién. Se utilizé enton
ces el método descrito por Paulis y colaboradores (1975). Por me
dio de este método se logré eliminar el almidén presente en todas
las fracciones proteinicas con excepcién de las alblminas extrai-

das del maiz nixtamalizado.

Las fracciones extraidas se purificaron, concentra-
ron, liofilizaron y se les determiné proteina por el método de
Lowry s6lido. Los rendimientos de extraccién fueron, sin embar-
go bajos y poco reproducibles, perdiéndose material proteinico
durante la manipulacién. Por lo tanto, el procedimiento de pu-
rificacién y liofilizacidén se siguié dnicamente con el objeto
de contar con las muestras requeridas para las pruebas electrofo-

réticas. Para efectos de cuantificacién en la extraccién se de-



terming el contenidordé.proteina por el método de Lowry directa-
mente en el extracto lfquido. Las glutelinas, sin embargo, se
determinaron del extracto liquido por el método de Microkjeldahl
debido a que la solucién utilizada para su extraccién contiene
g-mercaptoetanol y trishidroximetilaminometano, compuestos que in
terfieren con el método de Lowry. Los resultados de la extrac-
cidén de proteinas por el método de Paulis se presentan en el Cua-

dro 10 .

Los resultados de la prueba "t' indican que finicamente
existe diferencia significativa entre las cantidades de proteina
extraida en las fracciones de alblminas y globulinas, después de
la nixtamalizacién con respecto a las fracciones obtenidas a par-

tir de maiz sin tratar.

ANALISIS CUALITATIVO.
El andlisis cualitativo de las diferentes fracciones

proteinicas se llevd a cabo por medio de electroforesis.

Inicialmente se usaron geles continuos con una concen-
tracién de acrilamida de 10%. La cantidad de muestra con la que
se empez6 a trabajar fue de 750 pg. Con esta concentracién de
proteina, no se logr6 una separacifn adecuada. Unicamente se ob-

servaron algunas bandas en la parte superior del gel mientras que



CUADRO 10. EXTRACCION DE PROTEINAS POR EL METODO DE PAULIS*.

Proteina Extraida

Fraccién Proteinica /10 g de harina desgrasada n Prueba "t"
ST NIXT

AlbGminas (A} 0.140£0.025 .038%0.010 4 P<0 0.001

Globulinas (B) 0.085+0.012 022 +0.005 5 P<0 0.001

Prolaminas (C) 0.400+ 0,025 .380%0.082 6 P>0 0.001

Glutelinas solubles (D) 0.110 £0.055 .150 £ 0.060 4 P>0 0.001

Glutelinas insolubles (E) 0.298+0.029 .318£0.042 4 P>0 0.001

n Indica el nlimero de determinaciones.

* La proteina se determiné por el método de Lowry liquido con excepcidn de la fraccién

proteinica de glutelinas para la cual se empleo el método de Microkjeldahl en liquido.
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en la paf{e:infefior (aproximédamente 30% de gel) se veia un gran

"barrido"

Se pensé que usando gradientes de acrilamida se podria
separar el aglomerado de la parte inferior del gel por lo que se
probdé un gran nfmero de combinaciomnes (como se describe en el Ca-
pitulo de Materiales y M&todos). Pese al gradiente, se siguieron
observando "barridos'" en la parte inferior, debido posiblemente a
que la fuente dec energia no daba una intensidad constante; ésta
era muy alta hacia el final de la corrida, por lo que la veloci-
dad de migracién de las proteinas era mucho mayor al final que al
principio. No obstante, utilizando fuente de energia con intensi

dad constante, ¢l problema no se soluciond.

Se decidib entonces variar la cantidad de muestra apli-
cada, y se observ6 que con una cantidad de proteina menor, las
bandas de la parte superior del gel casi desaparecian, o desapa-
recfan totalmente; sin embargo el "barrido” de la parte inferior
empezaba a resolverse en bandas definidas. Esto se puede apre-

ciar en la Figura 8.

Una vez establecida la cantidad adecuada de proteina
{150-300 ug) que se debia aplicar para obtener buena resolucién

en la parte inferior del gel, se varié nuevamente la concentra-




FIGURA 8

AlbUminas y globulinas en geles de acrilamida
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cidn de‘acrilamida. Sc probaron varios gradientes, hasta encon-
frar el 6ptimo para cada una de las diferentes fracciones protei-
nicas. En las Figuras 8 y 9 se observa quec las proteinas de
todas las fracciones caen dentro de los mismos limites de pesos

moleculares y sc¢ resuelven adecuadamente en gradientes de 10-20%,

Las Figuras 8§, 9, 10 y 11 ilustran los cambios ocurridos
en las diferentes fracciones proteinicas durante el proceso de nix

tamalizacion.

En la Figura 10 se observa el patrdn electroforético de
varias proteinas con diferentes pesos moleculares en las condicio
nes experimentales usadas, E1 gradiente de concentracién de acri
lamida de 10-20% logra resolver, al igual que un gel de 10%, los

limites de pesos moleculares de 0 a 100,000 daltones,

La fraccién proteinica que presentd mayor cantidad de
bandas fue la de las albGminas (aproximadamente 40 bandas), si-
guiendo en nimero las globulinas. Las prolaminas son las que pre

sentaron menor cantidad de bandas.

La fracci6n de albGiminas es 1la que sufrié mayores cam-
bios después del proceso de nixtamalizacidn. Los cambios que su-

fren las globulinas son relativamente pocos, aunque si hay desapa



FIGURA 9
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FIGURA 10
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ricién de algunas bandas en la zona comprendida entre 15,000 y
20,000 daltones y en las de peso molecular elevado (Ver Figuras
8 y 10). En la Figura 8 se aprecian las proteinas de peso mo-
lecular elevado que pasan desapercibidas cuando se aplica una can
tidad menor de muestra. (En este gel se presentan albOminas y

globulinas aplicadas a una concentraci6én de 150 y 300 ug).

Las prolaminas no cambiaron su patrdén electroforético
después del tratamiento t€rmico-alcalino. La Figura 9 muestra
la separacidn de esta fracci6én en diferentes compomentes que no
se lograron apreciar cuando la concentracifn de acrilamida fue
constante (10%). Las glutelinas de mafiz éin tratar y de maiz nix
tamalizado, son idé&nticas electroforéticamente (Figura 11). En
esa misma figura se aprecia que 1las glutelinas solubles e insolu-

bles corresponden a la misma fraccién.

ANALISIS DE AMINOACIDOS,

En el Cuadro 11 se presenta el contenido de aminodcidos
detectados en las proteinas del mafz H-28 F-2 y opaco-2 antes y
después de la nixtamalizacibén. En ese cuadro se observa que la
relacién de leucina/isoleucina permanece pricticamente constante
después de la nixtamalizacién. Esta relacifn es en el mafz H-28
F-2 de 3.27 en el mafz sin tratar y de 3.70 en el nixtamalizado;

en el mafiz opaco-~2 sin tratdr dicha relacifn es de 2.77 mientras



CUADRC 11. ANALISIS DE AMINOACIDOS.
g DE AMINOACIDO/16 g DE NITROGENO
MAIZ H-28 F-2 MAIZ OPACO-2
SIN TRATAR NIXTAMALIZADO SIN TRATAR NIXTAMALIZADO

Metionina 1.57 0.61 0.85 1.13
Triptofano 0.73 0.85 - -

Lisina 1.91 1.90 3.37 3.55
Isoleucina 2.45 2.16 2.61 3.07
Leucina 8.00 8.00 7.24 8.36
Fenilalanina 3,32 3,34 3.25 3.92
Valina 2.89 2.57 3.48 4.64
Treonina 1.89 2.53 2.98 3.40
Cisteina 0.03 0.66 1.09 0.46
Tirosina 1.76 1.34 1.66 1.27
Acido Aspdrtico 3.27 5.99 4.48 4.03
Acido Glutémico 12.65 13.44 18.11 12.21
Glicina + Alanina 5.14 5.53 7.89 9.23
Prolina 5.70 5.67 6.49 7.86
Serina 1.60 2.81 3.25 3.39
Histidina 1.90 1.93 3.34 3.69
Arginina 2.73 2.75 4.80 5.34
Lisinoalanina 0 0 0 0

Relacibn Leu/Ileu 3.27 3.70 2.77 2.72

- SL -



que -en el nixtamalizado es de 2,72,

Ademds de detectar de manera global algunos de los po-
sibles cambios cuantitativos en los aminoécidos de la protefina
del maiz nixtamalizado, se pretendia determinar si el tratamiento
térmico alcalino did como resultado la formacién de lisinoalanina.
La separacién del patrén de LAL fue excelente, saliendo de la co-

lumna justo antes que la lisina, pero perfectamente separado.

El aminograma del maflz H-28 F-2 nixtamalizado presentéd
una pequefiisima protuberancia en la 1inea de base exactamente en
el sitio donde se esperaba la elucién de LAL; sin embargo, el ta-
mafio de dicho pico fue casi despreciable, por lo que para corrobo
rar si se trataba efectivamente del aminodcido, o si era simplemen
te la linea de base, se aumentd la sensibilidad del aparato 8 ve-
ces en el momento en que se esperaba la aparicién de LAL. Se ob
servd que a pesar de dicho aumento en la sensibilidad del aparato,

se trataba finicamente de ruido de fondo.

De igual manera, el aminograma del mafz opaco-2 nixtama

1izado no presentd pico para LAL.

Debido a la naturaleza de la unién entre la lisina y la
dehidroalanina, es difficil pensar que la LAL haya sido hidroliza-

da durante el tratamiento 4cido previo al andlisis de aminodcidoes.
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Sin embargo la cromatografia en capa fina corroboré que la LAL

no se hidrolizé durante el tratamiento 4dcido,

PRUEBAS BIOLOGICAS,

Una vez transcurridos los 14 dias que durd el experimen
to, se procedif a pesar a las ratas y determinar la cantidad de
alimento ingerido, El peso inicial de las ratas, su ganancia de
peso y la cantidad de proteina consumida se muestran en el Cuadro
12 . Con esos datos se calculd 1a relacibn de eficiencia protei-

nica (REP).

Como se observa en el Cuadro 12, la prueba F de rango
mltiple aplicada a los resultados obtenidos del estudio del REP,
indica que no existe diferencia significativa al nivel del 1% ni
al de 5% de confiabilidad entre las cinco diferentes dietas sumi-

nistradas a las ratas.
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CUADRO 12. RELACION DE EFICIENCIA PROTEINICA.

; GANANCIA PROTEINA

DIETA PESO INICIAL EN PESO CONSUMIDA| REP * ©

(g) (8 (g)

I 289.0
Maiz ST = 48.17 11.25 7.64 1.48 £0.38
i1 289.1
Mafz ST* x= 48.18 18.93 10.21 1.85 £0.39
III 288.8
Maiz cocido | x= 48.13 11.92 9.17 1.28 £0.22
v 288.9
Maiz NIXT x= 48.15 7.6 7.11 1.08 £0.59
v 288.8
Maiz NIXT* x= 48.13 12.23 9.00 1.37:0.76
REP = Ganancia de peso

Proteina consumida

*# Indica que se suplemento con lisina (1.096%), triptofano (0.118%),
isoleucina (0.288%) y metionina (0.346%).



DISCUSION

El proceso de nixtamalizacifn al que se sometid el

maiz H-28 F-2 dié como resultado la eliminacién de 6.36% de sbéli-
dos (equivalentes a 0.2 g de proteina cruda por 100 g de maiz)
(Figura 7) en nejayote y agua de lavado. Bressani y colaborado-
res (1958), Elias y Bressani (1971) y Trejo y Wild (1976) reporta
ron una disminucién en el contenido de vitaminas, minerales, ni-
trbgeno, extracto etéreo y fibra cruda al ser sometio el maiz a
tratamiento térmico-alcalino. La pérdida fisica de los componen-
tes del mafz depende en gran parte de las condiciones de nixtama-
lizacién utilizadas, las cuales pueden variar en tiempo (de 15 mi
nutos a una hora de cocimiento y de 8 a 14 horas de reposo) y en
concentracién de cal (hasta 2%). Bressani y colaboradores (1958)
reportaron diferencias entre 5.3 y 14.2% en las pérdidas de séli-
dos al efectuar la nixtamalizacibén sobre el mismo maiz, personas
distintas, quienes variaron la concentracién de cal emntre 0.17 y
0.58% y el tiempo de cocimiento entre 40 y 67 minutos, segln sus

costumbres personales.

En este trabajo, en el que las condiciones de nixtama-
lizacién utilizadas fueron extremas (2% de cal y 14 horas de re-
poso), se detecté una pérdida minima en el nejayote y agua de la-

vado comparada con las reportadas por Bressani. Es posible que



la eliminacién fisica de algunos componentes del grano del maiz

nixtamalizado dependa en parte del método de lavado utilizado.

La cantidad de nitrégeno que se pierde en el nejayote
y agua de lavado fue bastante pequeﬁé como para provocar diferen-
cias estadisticamente significativas en cuanto al contenido total
de proteina cruda entre el mafiz ST y el maiz NIXT (Cuadro 8).
Sin embargo, al fraccionar las proteinas del maiz de acuerdo a su
solubilidad y determinar diferencias cuantitativas entre aquéllas
extraidas del maiz sin tratar y del maiz nixtamalizado, .se obser-
v6 que la cantidad de alblminas y globulinas nixtamalizadas fue
menor que la de las extraidas a partir de maiz ST (Cuadro 10).
Por lo tanto, es posible que el nitrégeno detectado en el nejayo-
te provenga de estas dos fracciones. Sin embargo también existe
la posibilidad de que esta diferencia cuantitativa detectada en
la fraccibn de albéminas y globulinas se deba a cambiocs en la so-
lubilidad de las proteinas producidos por el tratamiento alcalino
al que fueron expuestas, disminuyendo asi la cantidad de proteina

extraible por medio de agua y NaCl después de la nixtamalizacién.

La nixtamalizacién no produjo diferencias cuantitativas
en las prolaminas y glutelinas (Cuadro 10); estas fracciones pro-
teinicas constituyen aproximadamente el 50 y el 30% respectiva-

mente, de las proteinas del mafz. Las diferencias cuantitativas
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de'qué"npqéé defect6 diferencia significativa entre el contenido

de protéinaé de ‘las harinas tratada y sin tratar (Cuadro §).

Con el objeto de determinar si el tratamiento alcalino
produjo modificaciones en las proteinas del maiz a nivel cualita-
tivé, se compararon los patrones electroforéticos de las diferen-
tes fracciones proteinicas del maiz nixtamalizado con las del
maiz que no fuc tratado. Es interesante el hecho de que al igual
que lo observado con la determinacién cuantitativa, las Gnicas
fracciones aparentemente afectadas fueron las alb@iminas y las glo
bulinas; los patrones electroforéticos de prolaminas y glutelinas

no cambiaron (Figuras 8 a la 11).

El tratamiento térmico-alcalino puede provocar, entre
otras reacciones, la hidrélisis de los enlaces peptidicos, dando
como resultade péptidos de menor peso molecular. Esta hidrélisis
se manifestd principalmente en las albfiminas (Figuras 8 y 10),
siendo las proteinas de peso molecular entre 12,000 y 25,000 las
mis afectadas. Con la nixtamalizacién desaparecieron algunas ban
dqs correspondientes a proteinas de peso molecular entre 15,000 y
20,000, Esto puede indicar que las protefnas se hidrolizaron dan

do como resultado péptidos mis pequeiios, o tal vez aminoicidos,



los cuales posiblemente se eliminaron en el nejayote y agua de
lavado; también se pudieron haber perdido durante la diélisis que
se efectub, antes de la concentracién y liofilizacién, durante la

extraccién de las proteinas.

El patrén electrofordtico de las albdminas también se
vibé medificado en la zona de pesos moleculares superiores a
70,000 daltones. Es posible que el tratamiento alcalino haya
provocado reacciones de adicifn, trayendo como consecuencia la
unibén de dos o mds proteinas o péptidos a través de cadenas late-
rales de residuos de aminodcidos tales como cisteina, lisina e
histidina. La desaparicién de las bandas en la zona de 15,000 a
20,000 daltones podria explicarse por estas reacciones de adicién.
La generacibén de proteinas de peso molecular elevado también po-
dria atribuirse al calcio adicionado con la cal, el cual tiene la

capacidad de aglomerar proteinas, particularmente albdminas.

Las globulinas, por el contrario, no presentan cambios
tan radicales; se trata Unicamente de la desaparicién, muy proba-
blemente por hidrdlisis, de unas cuantas bandas en la zona de

20,000 daltones.

El hecho de que se hayan observado diferencias por me-
dio de geles de acrilamida ﬁnicamente en albGminas y globulinas

después del tratamiento térmico-alcalino, no significa que no
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‘existen diferencias cualitativas en las prolaminas y glutelinas,
ni que las detectadas en albtGminas y globulinas sean las Gnicas.
Es muy probable que las condiciones de calor y pH elevado hayan
provocado la desnaturalizacidn dc las proteinas; sin embargo, la
técnica de electroforesis empleada en este trabajo utiliza reac-
tivos tales como B-mercaptoetanol y DSS, los cuales impiden de-

terminar cambios en las estructuras terciaria y cuaternaria de

las proteinas,

Las glutelinas corresponden a una fraccién prpteinica
cuyo peso varia entre 10,000 y 1,000,000 de daltones; este limi-
te tan amplio en el peso molecular se debe a la gran variabili-
dad en su contenido de enlaces disulfuro, los que le imparten
una estructura tridimensional, EI1 tratamiento alcalino de 1la
nixtamalizacidén muy probablemente causd una modificacién de esta
red tridimensional, 1a cual no pudo ser detectada debido al B-mer
captoetanol utilizado tanto en la electroforesis como en la ex-

traccién de esta fraccién proteinica de glutelinas.

En este trabajo se llevé a cabo el andlisis de amino-
dcidos con el objeto de determinar si el tratamiento térmico-al-
calino al que es sometido el maiz durante el proceso de nixtama-
lizacién, da como resultado la formacidn de lisinoalanina. Em

1969 de Groot y Slump encontraron LAL en proteina de soya que ha
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biaisi&&rffaf;da é un pH de 12.2 que es el pH que se obtiene en
él héjéYdte después de 14 horas de reposo del grano. Chu y cola-
bofaddrés (1976) observaron la formacidn de LAL en maiz tratado
‘con élcéli (NaOH, Ca [OH], y KOH) pero bajo condiciones diferen-
tes a las de nixtamalizacién. Sandersen y colaboradores (1978)
encontraron el nuevo aminodcido en masa y tortillas preparadas
“en el laboratorio usando condiciones de nixtamalizacién distintas
de las tradicionales. Sternberg y colaboradores (1975a) encon-
traron LAL en tortillas y masa comercial. Sin embargo, en este
estudio no se detectd lisinoalanina. La posibilidad de que este
aminoicido se encontrara en el maiz nixtamalizado en cantidades
muy bajas se eliminé aumentando la sensibilidad del aparato, ya
que algunos investigadores encontraron LAL en muy pequefias pro-
porciones: Sanderson y colaboradores (1978) detectaron en 100 g
de proteina de maiz, 0.081 g de LAL, Sternberg y colaboradores
(1975a), 0.020 g; Tovar y Carpenter (1982), 0.045 g. Estos datos
son del mismo orden de magnitud que la cantidad de cisteina (0.046

g/100 g de proteina) que si fue detectada en el analizador.

Provansal y colaboradores (1975) encontraron que la LAL
se destruye parcialmente al someter proteina de soya a un trata-
miento alcalino severo (NaOH 1IN a 80°C durante 16 horas).
Friedman y colaboradores (1981a) encontraron que la LAL es inesta

ble en 4lcali; su formacidn va en aumento al incrementarse el pH



hasta aproximadamente 12.5, punto a partir del cual empieza su
destruccién. La destruccibn de lisinoalanina estd también en
funcién del tiempo. Por lo tanto, es muy posible que si se haya
formado LAL en el mafz durante el tiempo de coccibn, pero que las
14 horas de reposo en lé solucién alcalina a pH 12.2, hayan pro-

vocado su destruccién.

Finley y colaboradores (1978) reportaron que afiadiendo
mercaptoaminofcidos al medio alcalino, estos reaccionan rédpidamen
te con las moléculas de dehidroalanina formadas, evitando su reac
cién con el £ amino de 1a lisina y por lo tanto la formécién de
LAL. La velocidad de reaccibn de los grupos SH aumentan répida-
mente con pH (Friedman et af, 1965). Existe la posibilidad de
que debido a la nixtamalizacién se hayan liberadec moléculas de
cisteina o cistina las cuales, en el caso de no haber sufrido una
B-eliminacién, pudieron haber funcionado como inhibidores compe-
titivos de la formacién de LAL. La velocidad de las reacciones
de B-eliminacién depende del aminodcido que se encuentre unido a

cisteina.

Una de las limitantes principales del maiz es la de su
bajo contenido de lisina. En 1964 Mertz y Bates introdujeron un
hibrido — el maiz opaco 2 — cuyo contenido de lisina es 69% supe-

rior al del maiz normal. Debido a que la lisinoalanina tiene co-
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mo uno de sus precursores a la lisina, resulta légico suponer

que al utilizar un mafz con mayor cantidad de este aminoicido, la
probabilidad de formacién de LAL causada por la nixtamalizacién
también se incremente, ya que la posibilidad de encontrar una mo-
lécula de lisina distribuida espacialmente en una posicién cerca-
na a una de dehidroalanina aumenta. Es por ello que se llevd a
cabo el estudio de la nixtamalizacién del maiz opaco-2., Los re-
sultados fueron los mismos que para el H-28 F-2: no se detectf
lisinoalanina (Cuadro 11}.

Este resultado es importante, ya que en caso de que se
formara LAL, no sblo se estaria desperdiciando una de las prin-
cipales ventajas del opaco-2 (la lisinoalanina no es aprovecha-
da como lisina mids que en un 35% por pollos y sblo 4% por ratas
~ Friedman - comunicacién personal), sino que se estarfa intro-
duciendo un nuevo aminodcido cuya toxicidad aln estd en discusibn
(Gould y Mac Gregor, 1977). Algunos investigadores han reportado
una relacibn simple y directa entre la nefrocitomegalia y LAL
(de Groot et af, 1976a y b; de Gould y Mac Gregor, 1977); mien-
tras que otros no encuentran esta relacibén (Reyniers ef af,

1974 ; Woodard y Alvarez, 1967; Woodard, 1969; Woodard y Short,
1973; Newberne y Young, 1966). Adem&s, es muy posible que la to-
xicidad de LAL esté limitada a ratas como (nica especie (O'Donovan,

1976; de Groot et af, 1976a). Van Beek y colaboradores (1974} han



postulado que ni la lisincalanina ni el tratamiento alcalino son
los responsables de la toxicidad de las dietas, sino que ésta se
debe a un exceso de fésforo. El efecto nocivo de este mineral
puede ser reducido aumentando el contenido de calcio de las die-
tas. Con la nixtamalizacibn, el incremento de calcio en el maiz
es aproximadamente 600 mg/kg (Trejo y Wild, 1976), lo que elimi-
naria la posibilidad de nefrocitomegalia causada por falta dg cal

cio.

Los andlisis de aminodcidos que se llevaron a cabo en
este trabajo, tenian por cbjeto determinar la presencia de lisi-
noalanina, por lo que se realizb un andlisis inicial sobre cada
una de las muestras y se aumentd la sensibilidad del aparato en
una segunda determinacién. Por lo tanto se obtuvo finicamente un
aminograma completo para cada una de las cuatro harinas de mafz
analizadas. Después de la determinacidn de LAL, estos aminogra-
mas se compararon entrc si, tomando en cuenta las variaciones
atribuibles al método (Bourges, comunicacién personal). Sin em-
bargo, no fue posible determinar si existe diferencia entre el
contenido de cada uno de los aminodcidos del maiz nixtamalizado
con respecto al que no fue tratado debido al escaso nlmero de da-
tos con los que se cuenta y al hecho de que los cambios observados
en el maiz H-28 F-2 y en el maiz opaco-2, fueron contrarios en

varios casos.



De manera global se podria decir que no se detectaron
modificaciones en el patrén de aminoidcidos de las proteinas del
maiz sin tratar con respecto a las del nixtamalizado. La rela-
cibén leucina/isoleucina del maiz sin tratar que es aproximada-
mente 2 veces superior a la considerada como 6ptima (7:4), per-
manece pridcticamente constante después de la nixtamalizacibén (en-
el maiz H-28 F-2 es de 3.27 en el maiz sin tratar y de 3.70 en
el nixtamalizado, mientras que en el opaco-2, estas relaciones
son de 2.77 y 2.72, respectivamente); el contenido de la mayoria
de los aminodcidos parece, en términos generales, tambiép permane-

cer invariante.

A pesar de que las pruebas quimicas y bioquimicas de-
mostraron que existen muy pocas diferencias entre las proteinas
del maiz nixtamalizado y ias del maiz que no fue tratado, que pu-
dieran provocar un cambio en el valor nutritive, se efectud una
prueba de cficiencia proteinica ya que las proteinas podrian ha-
ber sufrido alguna transformacién que no habia sido detectada por

las técnicas analiticas empleadas.

El andlisis estadistico de los resultados del estudio
de REP utilizando los 5 diferentes tratamientos, muestra que no
existe diferencia significativa a nivel de 1% ni al de 5% de con

fiabilidad (Cuadro 12). Esto indica que la calidad de la protei-



na de maiz aparentemente no se ve afectada por el tratamiento tér-
mico-alcalino al que es sometido el grano durante la nixtamaliza-

cién,

Las razones para haber utilizado 5 tratamientos y no
los 2 Gnicos usados a lo largo de todo el estudio son las siguien

tes:

1. Al comparar el resultado de las pruebas biolégicas obtenido
con las dietas I y IV, se estarfian determinando Gnicamente
los cambios en la calidad de la proteina provocados'por el

tratamiento térmico-alcalino.

2. En caso de existir diferencia entre los tratamientos I y IV
resultando éste mejor que aquél (como habia propuesto Bressa-
ni, 1958), no se podria afirmar si la causa del incremento
en el REP habia sido el tratamiento térmico-alcalino o f(nica-
mente el tratamiento térmico que estaria provocando una gela-
tinizacién del almidén. Con el fin de determinar si este
aumento se debia exclusivamente al cocimiento, se incluyé la

dieta III.

3. Debido a la conocida deficiencia del maiz en los aminoicidos
indispensables lisina, triptofano, isoleucina y metionina, re

sultaba evidente que el REP obtenido con las dietas I, III y



IV serfa muy bajo en relacién al de caseina, considerado co-

mo- 6ptim 110" éfihcluyeron las dietas II y V en las

viEi hechd’de‘n0‘haBer encontrado diferencias significa-
tivas cntre los fréfamiento que fueron suplementados con amino-
4cidos (IT y V) y lds que no lo fueron (I y IV) parece indicar
due la cantidad de aminolcido agregado (lisina, 1.096%; tripto-
fanb, 0.118%; isoleucina, 0.288% y metionina, 0.346%), no fue su-
ficiente como para provocar un aumento en el REP. Existe gran
controversia entre los requerimientos minimos diarios pﬁr estos

aminoicidos (Said y Hegsted, 1970).

Los resultados de la prueba biolégica utilizada indican
que ﬁo existe variacién en la calidad de la proteina después del
tratamiento térmico-alcalino del maiz. La eficiencia de la utili
zacién de una proteina depende de la capacidad que tiene una can-
tidad minima de esa proteina de proporcicnar los aminoicidos in-
dispensables requeridos por un estado fisiolégico particular.

Los datos obtenidos con el REP, no pueden aln ser concluyentes ya
que la nixtamalizacién pudo haber provocado cambios tanto positi-
vos como negativos simulténeamente anulando asi su efecto. A con

tinuacién se propone una de esas posibilidades:
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ot

‘\
Podemos suponer que el tratamlento térmico-alcalino ha

ya provocado CaniFs conformacionales en las protefnas, dando co
mo resultado diferéncias en la accesibilidad de las enzimas pro-
_teolfticas. ! .  \ f

| ;

Asi, 1la d1gesthbil1dad de 1as proteinas del mafz nixta
malizado puede‘ser dlferente'que aquélla ‘de las del maiz no tra
tado., El hecho de que 1a zeina (cuyo contcnldo de leucina es muy
alto), se h1c1era 1nd1ge¥1ble o por 10 menos de diffcil digestién,
traeria como resultado up efecto benéfico, ya que la leucina es-
taria disminuyendo pfopo;cionalmente. Sin embargo, también exis-
te la posibilidad de que algunos aminoaﬁidos indispensables, como
la isoleucina por ejemplo,lhubieran sufrido racemizaci6n. En es-
te caso, a pesar de que la relacién leucina/isoleucina haya sido
mejorada, el desequilibrio eantre las formas "L'" de esos aminoéci

dos, provocaria que la ganancia lograda con la baja en la diges-

tibilidad de la zeina, resultara intrascendente.

Este ejemplo ilustra la importancia de continuar ana-
lizando cada uno de los factores que podrfan contribuir a una di
ferencia eﬁ la ‘calidad de las proteinas del mafz nixtamalizado,
?ara ello, seria necesario hacer pruebas.de digestibilidad tanto
LnAthna como £Ln vdivo acompafiadas de estudios de racemizacidén de

\
aminoicidos. Es muy posible que las nuevas proteinas formadas,
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debido a reacciones de adicibén entre los grupos laterales de sus
aminodcidos sean més resistentes al ataque por proteasas, condu-
ciendo asi, a una disminucién en su utilizacién. La tripsina ca-
taliza la hidrdlisis de los enlaces peptidicos derivados de los
grupos carboxilo de los residuos de arginina y de lisina; el 41-
cali puede transformar la lisina en lisinoalanina y degradar a

la arginina causando asi una disminucién en 1la susceptibilidad

de ataque de esta enzima. La quimotripsina por su lado, catali-
za la hidrdlisis de los enlaces peptidicos adyacentes a los gru-
pos carboxilo de los aminoAcidos aromiticos y en menor grado, de
los residuos de leucina, isoleucina y metionina. La nigtamaliza—
cibn pudo haber provocado racemizacién de estos aminodcidos y por
lo tanto, resistencia al ataque proteolitico (Hayashi y Kameda,

1980b; Friedman ef af, 1981).

Serfia importante llevar a cabo otros estudios con el
objeto de detectar la formacién de nuevos amino&cidos, asi como
determinar su posible toxicidad. Una prueba de REP a 14 dias co-
mo la que se realizé en este estudio, dificilmente mostraria efec
tos toxicolbgicos; para ello se requeriria efectuar las pruebas
biolbgicas por periodos més prolongados, seguidos de eximenes de

los 4rganos y andlisis histolégicos de los mismos.

Las condiciones bajo las cuales se realiza 1la nixtama-

lizacién podrian ser un factor importante desde el punto de vista



de la nutricién. Un ejemplo de ello es el efecto que sobre los
amino4cidos tiene el tiempo de exposicibn a soluciones alcali-
nas; asi, a mayor tiempo se logra una disminucifn en el contenido
de lisinoalanina formada, pero se aumenta la proporcién de amino-
Acidos racemizados. Seria conveniente realizar estudios con di-
ferentes concentraciones de cal y a diferentes tiempos de calenta
miento y de reposo. De esta manera se podrian encontrar las con-
diciones &ptimas requeridas para obtener el mejor valor nutriti-

vo del maiz.

En México, el mexicano promedio consume aproximadamente
350 g de mafz nixtamalizddo diariamente. E1 ahondar en el estudio
de este alimento bésico podria contribuir a mejorar la alimenta-

cibn de nuestro pueblo,
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