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PRESENTACION

La presente investigacion, titulada “Tortillas funcionales a base de harina de maiz azul
extrudido fortificadas con harina de vainas de mezquite fermentadas-extrudidas y harina de
calices de jamaica. Optimizacion y estudio preliminar in vivo de prevencion del dafio intestinal
ocasionado por infeccion de H. pylori”, se llevé a cabo en el Laboratorio de Bioprocesos y
Alimentos Funcionales del Programa de Posgrado Integral en Biotecnologia, Facultad de
Ciencias Quimico Bioldgicas, Universidad Autonoma de Sinaloa, con sede en la ciudad de
Culiacan, Sinaloa, el laboratorio de Fisicoquimica de Alimentos | del Area Académica de
Quimica, Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria y el Bioterio de la Universidad Auténoma
del Estado de Hidalgo, ubicados en Mineral de la Reforma y San Agustin Tlaxiaca,
respectivamente, ambos en el estado de Hidalgo. Se conto con el apoyo de los doctores Roberto
Gutiérrez Dorado y Carlos Alberto Gémez Aldapa, fungiendo ambos como directores de tesis.
Ademas, se contd con la asesoria académica de la Dra. Janitzio Xiomara Korina Perales Sanchez
y los doctores Cuauhtémoc Reyes Moreno y Heéctor Hernandez Dominguez. EI Consejo
Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnologia (CONAHCyT) apoy6 al LBG Marco Cesar
Villanazul Verdugo, a través de Beca Tesis para Estudios de Maestria 2021-2023.
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l. RESUMEN
En México las enfermedades cardiovasculares, la diabetes mellitus y los tumores cancerosos
son las principales causas de muerte. El cancer de estdmago es uno de los mas recurrentes,
siendo las lesiones géstricas e intestinales ocasionadas por la bacteria Helicobacter pylori, una
de las principales causas de este tipo de cancer. La combinacion de maiz azul, mezquite y célices
de jamaica, para la elaboracion alimentos, representa una opcién viable para minimizar el efecto
nocivo de estas enfermedades; esto, debido a sus altos contenidos de compuestos bioactivos. En
esta investigacion se desarrollé una mezcla compuesta optimizada a base de harinas de maiz
azul extrudido (HMAE), vainas de mezquite fermentadas-extrudidas (HVMFE) y célices de
jamaica (HJ) adecuada para elaborar tortillas funcionales, asi como, se realiz6 un estudio
preliminar in vivo de prevencion del dafio intestinal, ocasionado por infeccion de H. pylori, en
ratones hembra BALB/c alimentadas con las tortillas funcionales. Para la optimizacion se uso
un disefio experimental L-Optimal (disefio para mezclas); factores: nivel de inclusién de las tres
harinas (HMAE = 56.50-82.94%, HVMFE = 1.54-25.73%, HJ = 5.00-15.00%); 16 mezclas. Se
elaboraron tortillas a partir de cada mezcla. Se usé el método numérico de Deseabilidad como
técnica de optimizacion para obtener tortillas con las mejores caracteristicas nutracéuticas
[valores maximos de compuestos fenolicos totales (CFT), antocianinas (AT), flavonoides (FT),
actividad antioxidante (AAox)] y adecuada aceptabilidad sensorial. Los niveles de inclusion
Optimos de cada componente de la mezcla compuesta fueron 82.8% HMAE, 10% HVMFE y
7.2% HJ. Las tortillas funcionales producidas con esta mezcla tuvieron valores altos de CFT
(3,559 mg eq. de ac. galico/100g, bs), AT (11.7 mg eq. de cianidina 3-gluco6sido/100g, bs), FT
(37.7 mg eq. de catequina/100g, bs), AAox (5,912 umol eq. de Trolox/100g, bs) y valores

adecuados de aceptabilidad sensorial (aceptabilidad global = 52.23; valor ubicado entre “ni me



gusta ni me disgusta” y “me gusta ligeramente” en una escala heddnica de 11 puntos), con una
deseabilidad global de 0.8. Los ratones infectados con H. pylori y alimentados con estas tortillas
funcionales y con caseina (control) no mostraron cambios patoldgicos observables en los
organos estudiados. Esto podria deberse a un tiempo insuficiente empleado para el desarrollo
del experimento con los ratones infectados. Se recomienda generar un modelo de estudio con
dafio géstrico observable antes de reproducir el experimento in vivo en el futuro. En conclusion,
la fortificacion de la harina de maiz azul integral extrudido con cantidades optimizadas de
harinas de vainas de mezquite fermentado-extrudido y calices de jamaica, permitié obtener
tortillas funcionales sensorialmente aceptables con potencial nutricional y nutracéutico
mejorado. Estas tortillas funcionales son una estrategia novedosa que podria ser usada para
reducir las enfermedades cronicas degenerativas en México.

Palabras clave: Optimizacion, tortillas, alimentos funcionales, mezquite, jamaica, H. pylori.



ABSTRACT
In Mexico, cardiovascular diseases, diabetes mellitus, and cancerous tumors are the main causes
of death. Stomach cancer is one of the most recurrent, with gastric and intestinal lesions caused
by the Helicobacter pylori bacteria, one of the main causes of this type of cancer. The
combination of blue corn, mesquite and hibiscus calyxes for food production represents a viable
option to minimize the harmful effects of these diseases; this is due to their high content of
bioactive compounds. In this research, an optimized composite mixture, suitable for making
functional tortillas, based on extruded blue corn flour (EBCF), fermented-extruded mesquite
pods (FEMPF), and hibiscus calyxes (HCF) was developed. A preliminary in vivo study in
female BALB/c mice to investigate the intestinal damage prevention caused by H. pylori
infection due to functional tortillas feeding was also conducted. For optimization, an L-Optimal
experimental design (design for mixtures) was used; factors: inclusion level of the three flours
(EBCF = 56.50-82.94%, FEMPF = 1.54-25.73%, HCF = 5.00-15.00%); 16 mixtures. Tortillas
were made from each mixture. The numerical Desirability method was used as an optimization
technique to obtain tortillas with the best nutraceutical characteristics [maximum values of total
phenolic compounds (TPC), anthocyanins (TA), flavonoids (TF), antioxidant activity (AoxA)]
and adequate sensory acceptability. The optimal inclusion levels of each component of the
composite mixture were 82.8% EBCF, 10% FEMPF and 7.2% HCF. Functional tortillas
produced with this mixture had high values of TPC (3,559 mg eq. of gallic acid/100 g, db), TA
(11.7 mg eq. of cyanidin 3-glucoside/100 g, db), TF (37.7 mg eq. of catechin/100 g, db), AAox
(5,912 pmol eq. of Trolox/100 g, db) and adequate values of sensorial acceptability (global
acceptability = 52.23; value located between “I neither like nor dislike” and “I like it slightly”
on an 11-point hedonic scale), with an overall desirability of 0.8. Mice infected with H. pylori

and fed with these functional tortillas and with casein (control) did not show observable
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pathological changes in the organs studied. This could be due to insufficient time spent
developing the experiment with the infected mice. It is recommended to generate a study model
with observable gastric damage before reproducing the in vivo experiment in the future. In
conclusion, the fortification of extruded whole grain blue corn flour with optimized amounts of
flours from fermented-extruded mesquite pods and hibiscus calyxes, allowed obtaining
sensorially acceptable functional tortillas with improved nutritional and nutraceutical potential.
These functional tortillas are a novel strategy that could be used to reduce chronic degenerative
diseases in Mexico.

Keywords: Optimization, tortillas, functional foods, mesquite, hibiscus, H. pylori.



1. INTRODUCCION

La desnutricion, el sobrepeso, la obesidad y las enfermedades cronico-degenerativas,
como la hipertension, las cardiopatias, la diabetes mellitus y los tumores malignos, son los
principales problemas de salud y las principales causas de mortalidad en México (ENSANUT,
2022).

De acuerdo con la Organizacién Mundial de Salud uno de los principales tipos de cancer
con alta prevalencia y mortalidad es el de estomago (GLOBOCAN, 2022a). Este se define como
la neoplasia maligna que tiene su origen en la proliferacion y/o crecimiento acelerado de células
que revisten el estbmago (Guanyiao y col., 2024). Actualmente, la etiologia del cancer gastrico
(CG) no ha sido reportada completamente, sin embargo, se han descrito diferentes factores que
favorecen su desarrollo, destacando entre ellos, la carga genética, la edad y/o el sobrepeso.
Aunado a los factores ya mencionados, diferentes autores concuerdan en que la infeccion por
Helicobacter pylori (H. pylori), aumenta el riesgo de padecer dicha patologia (Zheng y col,
2024; NIH, 2023). Asimismo, esta bacteria es reconocida como el primer carcindgeno
bacteriano formalmente identificado y es uno de los patégenos mas prevalentes en humanos,
con mas de la mitad de la poblacién mundial colonizada por ella. Es importante destacar que, si
no se trata, la colonizacion por esta bacteria tiende a persistir durante toda la vida (Kusters y
col., 2006).

Investigaciones recientes han demostrado que las dietas ricas en antioxidantes protegen
a los humanos contra enfermedades degenerativas como la obesidad, céancer, diabetes,
enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas como enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer, esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotréfica, entre otras,
causadas por los radicales libres (Adefegha y col., 2018). EI consumo regular de alimentos que

son naturalmente ricos en antioxidantes, como frutas, verduras, cereales integrales, nueces y
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semillas, leguminosas y condimentos a base de hierbas, ayuda a mejorar el estado antioxidante
del cuerpo, combatiendo asi las enfermedades cronico-degenerativas (Adefegha y col., 2018).
Los compuestos fenolicos presentes en alimentos de origen vegetal desempefian un papel
importante como antioxidantes con una alta capacidad para eliminar los radicales libres, lo que
depende de su estructura; estudios anteriores han establecido que los &cidos fenodlicos y los
flavonoides son los compuestos fenolicos mas abundantes que se encuentran en las plantas y los
alimentos de origen vegetal (Adefegha y col., 2018). A este tipo de alimentos se les conoce
como alimentos funcionales, los cuales describen la importancia de los alimentos para promover
la salud y prevenir enfermedades, ademas de su funcién principal de proporcionar al cuerpo la
cantidad necesaria de nutrientes esenciales, como proteinas, carbohidratos, vitaminas, grasas y
aceites necesarios para su supervivencia saludable (Adefegha y col., 2018).

Los granos de maiz pueden ser considerados un alimento funcional ya que proporcionan
macronutrientes, incluidos proteinas, almidon, grasas y micronutrientes, incluidos minerales y
vitaminas, asi como también altos niveles de compuestos bioactivos (Bon-Padilla 'y col., 2022).
Los principales compuestos bioactivos que se encuentran en el grano de maiz son las fibras
dietéticas solubles e insolubles, incluidas ligninay celulosa, y, en segundo lugar, arabinoxilanos,
hemicelulosa y pB-glucanos (Bon-Padilla y col., 2022). Ademas, el maiz contiene fitoquimicos
que ayudan a mejorar la salud y prevenir enfermedades, como acidos fendlicos, carotenoides
(maiz amarillo y naranja) y antocianinas (maiz azul, morado y negro) y sus concentraciones
dependen de la variedad del grano, el manejo agrondmico, la interaccién variedad-ambiente y
el manejo postcosecha (Bon-Padilla y col., 2022). Actualmente, el interés por el maiz
pigmentado ha recibido una mayor atencion debido a la conciencia de los consumidores sobre
sus posibles beneficios para la salud y sus propiedades de color. Los genotipos azules tienen

multiples propiedades funcionales (proteccion contra el estrés oxidativo, actividad
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hipoglucemiante, reduce la presion arterial, el colesterol sérico y los niveles de triglicéridos,
entre otras actividades). Estas propiedades nutracéuticas estan asociadas a la presencia de
fitoquimicos (acidos fenolicos, antocianinas) (Gamez-Valdez y col., 2021).

El mezquite (Prosopis laevigata) es un arbol leguminoso ampliamente distribuido en
Aridoamérica. El fruto maduro de esta leguminosa es una vaina, que actualmente se encuentra
subutilizada y posee un alto potencial nutricional; las especies de Prosopis eran un alimento
basico importante para los pueblos indigenas de las regiones aridas de América antes de la
llegada de los europeos (Diaz-Batalla y col., 2018). La harina de vainas de mezquite es rica en
fibra (17-19%), proteinas (15-21%), azlcares solubles (20%) y polifenoles, siendo la valina el
Unico aminodcido limitante, por lo que esta harina es un ingrediente versatil con gran potencial
para la industria alimentaria (Armijo-N4jera y col., 2019). Se ha informado que las vainas de la
especie Prosopis son una fuente de compuestos bioactivos con actividades antioxidantes,
antiinflamatorias y antihipertensivas (Diaz-Batalla y col., 2018). Ademas, la harina de vaina de
Prosopis laevigata es una buena fuente de lisina, aminoacidos azufrados y compuestos fendlicos
totales, con mayor capacidad de eliminacion de radicales libres que la soya y el frijol comdn
(Diaz-Batalla y col., 2018).

Por otro lado, México lidera la produccion de jamaica (Hibiscus sabdariffa) en Ameérica,
destacando el caliz seco de la fruta en la elaboracion de concentrados y decocciones (SIAP,
2023). El céaliz de jamaica contienen alrededor del 40% de fibra dietética, ofreciendo un
potencial significativo para fortificacion de alimentos con el propésito de incrementar su valor
nutracéutico (Ariza y Flores, 2014). Diferentes investigaciones reportan presencia importante
de compuestos fendlicos, principalmente flavonoides y antocianinas, en los calices de jamaica,

lo cual les brinda un potencial antioxidante y farmacoldgico preventivo de enfermedades



cronico-degenerativas como las mencionadas anteriormente (Aglero y col., 2014; Ariza y
Flores, 2014).

Diferentes compuestos bioactivos funcionales de los alimentos pueden conferir de forma
sinérgica/aditiva una proteccion abrumadora contra estas enfermedades degenerativas al
modular/alterar las actividades de enzimas criticas de importancia fisiologica (Adefeghay col.,
2018). La combinacion de cereales, leguminosas y partes anatomicas de plantas, como el maiz
azul, el mezquite y los célices de jamaica, para la elaboracion alimentos, representa una opcién
viable para minimizar el efecto nocivo de estas enfermedades; esto debido a sus altos contenidos
de compuestos bioactivos. En nuestro pais, el principal producto alimenticio del maiz es la
tortilla (los mexicanos consumimos aproximadamente 1,400 millones de tortillas diariamente),
por lo que representa un vehiculo viable para mejorar el estado nutricional de los mexicanos y
reducir incidencia de enfermedades cronico-degenerativas (Milan-Carrillo y col., 2006). Las
tortillas obtenidas a partir de harinas producidas por extrusion presentan caracteristicas similares
a las tortillas obtenidas de harinas comerciales de maiz nixtamalizado, pero con importantes
ventajas tecnologicas y ecologicas (ahorro significativo de agua, energia, tiempo y sin producir
efluentes contaminantes), asi como nutricionales (aumento importante de la digestibilidad de la
proteina, alta retencién de nutrimentos y la retencion de todos las componentes anatdmicos de
granos y plantas procesados por extrusion), respecto al proceso tradicional de nixtamalizacién
(Reyes-Moreno y col., 2018; Milan-Carrillo y col., 2006). Sin embargo, una de las principales
limitaciones de las tortillas es la falta de lisina y triptéfano (Gamez-Valdez y col., 2021). Pero,
la fortificacion de productos de maiz con leguminosas, como el mezquite, mejora
sustancialmente la calidad de la proteina, ya que estas son ricas en los aminoacidos esenciales
lisina y triptéfano (Bon-Padilla y col., 2022; Félix-Medina y col., 2020; 2021; Diaz-Batalla y
col., 2018). Ademas, las leguminosas, como el mezquite, asi como los calices de jamaica, tienen
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el potencial de proveer de contenidos importantes de compuestos bioactivos, como fibra y
antioxidantes (Bon-Padilla y col., 2022; Félix-Medina y col., 2020; 2021; Diaz-Batalla y col.,
2018; Agleroy col., 2014; Arizay Flores, 2014).

En esta investigacion se desarrollé una mezcla compuesta optimizada a base de harinas
de maiz azul extrudido (HMAE), vainas de mezquite fermentado-extrudido (HVMFE) y jamaica

(HJ) adecuada para elaborar tortillas funcionales.



I1l.  REVISION LITERARIA

A. ENFERMEDADES CRONICO-DEGENERATIVAS.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades cronico-
degenerativas o bien enfermedades no transmisibles (ENT) son afecciones de larga duracion
que generalmente progresan lentamente y empeoran con el tiempo. Estas enfermedades
incluyen, pero no se limitan a, la diabetes, enfermedades cardiovasculares (como los infartos de
miocardio y los accidentes cerebrovasculares), enfermedades respiratorias cronicas y cancer. Se
caracterizan por un largo periodo de tratamiento y la necesidad de un tratamiento continuo en
lugar de un tratamiento radical (OMS, 2023a).

Las ENT o cronico-degenerativas son responsables de 41 millones de muertes a nivel
mundial por afio, equivalentes al 71% de los fallecimientos anuales que se producen, lo que las

sitia como principal causa de muerte y discapacidad en el mundo (OMS, 2023a).

1. Enfermedades crdnico-degenerativas en México.

En Meéxico, las enfermedades cronico-degenerativas como la diabetes, hipertension,
enfermedades cardiovasculares y cancer presentan un incremento alarmante en los ultimos afios
(ENSANUT, 2022).

a. Diabetes mellitus

La diabetes es una enfermedad cronica que ocurre cuando el pancreas no produce
suficiente insulina o cuando el cuerpo no puede utilizar de manera eficiente la insulina que
genera. La insulina es una hormona esencial para regular los niveles de glucosa en la sangre. La
hiperglucemia, o elevacién del azlcar en sangre, es una consecuencia frecuente de la diabetes
mal controladay, con el tiempo, puede causar dafios significativos en varios sistemas del cuerpo,

especialmente en los nervios y los vasos sanguineos (OMS, 2023b).
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La prevalencia de la diabetes mellitus en México es del 9.4% de la poblacién adulta,
segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2022). En 2023, se estimé que
aproximadamente 12 millones de personas mayores de 20 afios padecen diabetes en el pais,
siendo la diabetes tipo 2 la mas comun y esta relacionada con factores como la obesidad y el

estilo de vida sedentario (ENSANUT, 2022; FMD AC, 2023).

b. Hipertension.

La presion que la sangre ejerce sobre las paredes arteriales varia a lo largo del dia. La
presion arterial alta, o hipertension, se refiere a una presion que se mantiene constantemente por
encima de los niveles normales. La presion arterial se mide en dos componentes: la presién
sistélica, que es la fuerza en las arterias cuando el corazon late, y la presion diastdlica, que es la
fuerza en las arterias cuando el corazon esta en reposo. Una presion arterial sistolica normal es
inferior a 120 milimetros de mercurio (mm Hg), mientras que la diastélica normal es inferior a
80 mm Hg, expresandose comunmente como 120/80 mm Hg (Desai, 2023).

A nivel mundial esta patologia es mas comdn en mujeres que en hombres, los factores
de riesgo que predominan son el grupo etario de entre 60 a 80 afios, la obesidad, sobrepeso,
sedentarismo, tabaquismo, alcoholismo, la predisposicién genética, asi como otros factores
dietéticos (Alvares-Ochoa y col, 2022).

La hipertensién afecta al 30% de la poblacién adulta en México, lo que equivale a unos
24 millones de personas. La ENSANUT (2022) reportd que la prevalencia de hipertension ha
aumentado significativamente en las Ultimas décadas. Cabe resaltar que un alto porcentaje de
personas con hipertension no estan conscientes de su condicidn, y entre los que saben, muchos

no siguen un tratamiento adecuado (Basto-Abreu y col, 2022., Rosas-Peralta y col, 2016).
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c. Enfermedades cardiovasculares.

1) Sobrepeso y Obesidad.

El sobrepeso se refiere a tener un peso superior al rango considerado 'normal’. Aunque
no es perfecto, el indice de masa corporal (IMC), que se calcula dividiendo el peso en
kilogramos por la altura en metros al cuadrado, es ampliamente utilizado para clasificar la
insuficiencia ponderal, el peso normal, el sobrepeso y la obesidad. Se considera sobrepeso un
IMC entre 25 y 29.9 kg/m2, mientras que la obesidad se define con un IMC superior a 30 kg/m?
(MedlinePlus, 2019).

En México, el sobrepeso y la obesidad son problemas de salud significativos que afectan
a una gran parte de la poblacion. De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
(ENSANUT) de 2018, el 39.1% de los adultos de 20 afios 0 mas tienen sobrepeso, mientras que
el 36.1% padece obesidad, lo que significa que el 75.2% de los adultos tienen algun grado de
exceso de peso (PROFECO, 2018).

La poblacion mexicana enfrenta la "doble carga de la malnutricion”, lo que significa que,
por un lado, tiene problemas de desnutricion y por otro, de exceso de peso. Aungue parecen
problemas opuestos, estan estrechamente vinculados. Por ejemplo, un individuo que sufrié
desnutricion en la nifiez desarrolla adaptaciones metabolicas para sobrevivir con dietas bajas en
calorias. Estas adaptaciones pueden hacer que, en la vida adulta, ese individuo sea mas propenso

a padecer sobrepeso u obesidad debido a cambios en la dieta (Velasco-Torres y col., 2020).
2. Cancer

a. Generalidades del Céancer.
El cancer esta definido como un proceso de crecimiento y diseminacién incontrolados

de celulas (OMS, 2022), el cual es capaz de desarrollarse en todos los tipos celulares del
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organismo y abarca a un grupo extenso y heterogéneo de enfermedades que desencadenan en
una patologia comun (Thun'y col., 2018). El cancer se caracteriza por un desequilibrio entre los
ciclos de proliferacion y los mecanismos normales de apoptosis, lo que conduce al deterioro de
los érganos vitales formados por las células afectadas y finalmente, a la muerte del individuo

(Lecuonay col., 2015; Thun y col., 2018).

La clasificacion internacional de las enfermedades oncoldgicas en su tercera edicion
(ICD-0-3) indica que los canceres pueden ser catalogados en funcion del tipo de tejido del que
se originan en seis categorias importantes (cuadro 1); carcinoma, sarcoma, mieloma, leucemia,

linfoma y mezclado (Mandal, 2019).

Datos reportados por agencias internacionales para la investigacion del cancer
pertenecientes a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), indican que los cinco tipos de
cancer de mayor incidencia en el afio 2020 fueron: cancer de mama, cancer de pulmon, cancer
colorrectal, cancer de préstata y cancer gastrico (CG) (Figura 1), siendo el CG el quinto tipo
mas comun y de igual manera se posiciona en la quinta posicion en lo referido a la mortalidad

(GLOBOCAN, 2022a).

Tomando en cuenta la tasa de incidencia y mortalidad de los tipos de cancer en ambos
sexos en México durante el afio 2022, el cancer gastrico logro posicionarse dentro de los

primeros diez lugares (GLOBOCAN, 2022b).

b. Cancer Gastrico (CG).
El CG se define como la neoplasia maligna que tiene su origen en la proliferacion y/o

crecimiento acelerado de células que revisten el estomago (Guanyiao y col., 2024)
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Figura 1. Estadisticas de cancer. Mapa global de las tasas de incidencia estandarizadas por edad
(mundial), de todos los canceres en hombres en el afio 2018. Estados Unidos, Canada y Australia
son algunos de los paises que presentan una mayor incidencia de cancer en la poblacién

masculina (GLOBOCAN, 2020a).

14



Cuadro 1. Categorias del cancer

Tipo de cancer

Caracteristicas

Carcinoma

Se origina de la capa epitelial de las células.
Representa del 80-90% de todos los casos
de  céncer.  Existen dos tipos:
adenocarcinoma y carcinoma de células
escamosas. El adenocarcinoma se produce
en las células glandulares y suele afectar a
las mucosas, mientras que el carcinoma de
células escamosas se origina en epitelio
£scamoso.

Sarcoma

Se origina en los tejidos conectivos y de
apoyo (musculos, huesos, cartilago y grasa).

Mieloma

Se origina en las células plasmaticas de la
médula.

Leucemia

Agrupa a las neoplasias sanguineas. Afecta
a los tejidos que forman la sangre en el
organismo, desde la médula 6sea hasta el
sistema linfatico.

Linfoma

Cancer del sistema linfatico. Se presentan
afecciones a ganglios linfaticos en sitios
especificos como lo son el estdbmago, el
cerebro y los intestinos, entre otros.

Mezclado

Tiene dos 0 méas componentes de diferentes
tipos de neoplasias.

Modificado de Mandal, 2019.
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Como se observo en el Cuadro 1, existen diferentes categorias en las que pueden ser catalogados
los tipos de cancer y cabe destacar que los tumores malignos gastricos frecuentemente son

adenocarcinomas, es decir, se originan en las glandulas (SEOM, 2020).

1) Sintomatologia del CG.
El cancer gastrico en una etapa inicial pocas veces causa sintomas, razén por la cual
dicha patologia es tan dificil de detectar tempranamente. Sin embargo, algunos de los signos y
sintomas que se pueden incluir son la perdida anormal de peso, acides (agruras) o indigestion,
vomito (con o sin sangre), recuento bajo de glébulos rojos y sangre en las heces fecales (ACS,

2017).

2) Diagnostico del CG.
Actualmente, existen diferentes pruebas basicas empleadas para la deteccion del CG,
analisis de sangre, ecografia del estomago, tomografias, entre otras, sin embargo, resultados
anormales en alguno de estos examenes conllevan a la realizacion de una endoscopia superior

para establecer un diagnostico definitivo (Niederhuber y col., 2022).

3) Factores de riesgo del CG.

Actualmente, la etiologia del CG no ha sido reportada completamente, sin embargo, se
han descrito diferentes factores que favorecen su desarrollo, destacando entre ellos, la carga
genética, la edad y/o el sobrepeso. Aunado a los factores ya mencionados, diferentes autores
concuerdan en que la infeccion por Helicobacter pylori (H. pylori), aumenta el riesgo de padecer

dicha patologia (Zheng y col., 2024; NIH, 2023).
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4) Helicobacter pylori.

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa, de forma curva y espiral, moévil, no
fermentadora y no oxidante, que mide entre 2.5 y 4 micras de largo por 0.5 a 1 micra de ancho,
con un grupo de 4 a 8 flagelos en uno de sus extremos. Esta bacteria es reconocida como el
primer carcindgeno bacteriano formalmente identificado y es uno de los patdgenos mas comunes
en humanos, con mas de la mitad de la poblacion mundial colonizada por ella. Es importante
destacar que, si no se trata, la colonizacidon por esta bacteria tiende a persistir durante toda la
vida (Kusters y col., 2006).

a) Vias de transmision de H. pylori.

Actualmente, las vias de transmision de H. pylori no ha sido completamente elucidadas,
sin embargo, la comunidad cientifica sigue luchando por comprender como dicha bacteria se
transmite dentro de la poblacion humana. Algunas de las maneras en la que la infeccidn se puede
ocasionar es mediante las transmisiones fecal-oral, gastrica-oral y fecal-oral (Camargo y
Boschian., 2012; Torres y col., 2004).

b) Factores de riesgo de la infeccion por H. pylori.

Helicobacter pylori al ser una bacteria patégena puede causar infecciones en el estbmago
y esta asociada con varias condiciones, incluyendo Ulceras pépticas y cancer gastrico. Algunos
de los factores de riesgo conocidos para la infeccion por H. pylori incluyen edad, en donde la
prevalencia de la infeccion aumenta con la edad, siendo mas comun en adultos mayores, habitos
de higiene debido a que la transmision de dicha infeccion parece ocurrir principalmente a través
de la via fecal-oral, por lo que los malos habitos de higiene, como el lavado inadecuado de las
manos, pueden aumentar el riesgo de infeccion, hacinamiento y el consumo de agua

contaminada (Malfertheiner y col., 2017; Graham y Yamaoka., 2010; Leal y col., 2011).
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c¢) Sintomatologia de la infeccion por H. pylori.

Los sintomas por la infeccion de H. pylori son muy variados y frecuentemente
comienzan con dolor abdominal especialmente en la parte superior del abdomen, dispepsia o
indigestion cronica o recurrente es otro de los sintomas presentados (Malfertheiner y col., 2017;
Moayyedi y col., 2017).

La infeccidn por H. pylori puede provocar inflamacion en el revestimiento del estdmago,
lo que puede causar molestias y dolor. De igual forma la presencia de ulceras pépticas es otra
posible consecuencia (Graham y Yamahoka., 2010).

d) Diagnéstico de la infeccion por H. pylori.

Actualmente existen diferentes tipos de diagnostico para la infeccion por H. pylori tales
como, prueba de urea en aliento (breath Test), esta prueba detecta la presencia de ureasa
producida por H. pylori en el aliento después de que el paciente ha ingerido urea marcada con
carbono-13 o carbono-14. Prueba seroldgica, dicha prueba detecta anticuerpos en la sangre del
paciente que son producidos en respuesta a la infeccion por H. pylori. Sin embargo, no puede
distinguir entre infeccidn activa y pasada (Leal y col., 2011). Prueba de antigeno fecal, en donde
se detecta la presencia de antigeno de la bacteria en las heces del paciente, lo que indica una
infeccion activa. Prueba rapido de ureasa, se realiza durante la endoscopia y detecta la presencia
de ureasa producida por H. pylori en una muestra de tejido gastrico (Malfertheiner y col., 2017,
Moayyedi y col., 2017).

e) Tratamientos para la infeccion por H. pylori.

En una etapa temprana de la infeccion el tratamiento suele ser una terapia de erradicacion
triple en donde este régimen de tratamiento combina un inhibidor de la bomba de protones (IBP)

con dos antibidticos, generalmente claritromicina y amoxicilina o metronidazol. Se administra
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durante 7 a 14 dias y se considera terapia de primera linea. De igual forma se suele utilizar la
terapia de erradicacion cuadruple, este tratamiento incluye un IBP, un antibiotico, bismuto y
tetraciclina. Se usa como alternativa en casos de resistencia a los antibioticos de la terapia triple
(Kuster y col., 2006).

Aunado a los tratamientos mencionados tenemos a la terapia de erradicacién con
levofloxacina en donde se combina levofloxacina con IBP y otros antibidticos, este tratamiento

se considera cuando los pacientes no responden a los tratamientos estandar (Ontanilla, 2023).

f) Tratamientos naturales.

Durante muchos afios, se habia asumido, basandose en estudios caso-control, que el
consumo de frutas, vegetales, legumbres y fibra reduciria el riesgo de cancer gastrico (CG). Sin
embargo, estudios de cohorte han arrojado resultados contradictorios, mostrando un efecto
beneficioso en algunos casos y ningun efecto en otros. En conjunto, el consumo de estos
alimentos podria desempefar un papel preventivo modesto en el desarrollo del CG (Rodrigo y
Riestra, 2007). Por lo anterior, se ha estudiado el efecto de flavonoides, fendlicos totales y
actividad antioxidante en diferentes productos primarios y su efecto en diferentes tipos de cancer
(Saez-Lopez y col., 2017).

B.  MALNUTRICION.

La nutricion es un proceso fundamental para el organismo, que implica la asimilacion de
nutrientes necesarios para realizar funciones vitales como el crecimiento, la reproduccion y el
mantenimiento de la salud. En este contexto, la "malnutricién” se refiere a los desequilibrios en
el consumo de calorias y/o nutrientes por parte de las personas, ya sea por déficit o exceso. Esta
condicion es una de las principales preocupaciones de salud a nivel mundial y puede ser causada

por la pobreza, malas elecciones alimenticias, etc. (Seron-Arbeloa y col., 2022; OMS, 2024c).
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Datos reportados por agencias internacionales para la investigacion de la nutricion de la
poblacion pertenecientes a la Organizacion Mundial de la Salud, indican que el estatus
socioecondémico se vincula con la calidad nutricional de la dieta de la poblacion. En ciertos
casos, el riesgo de obesidad en familias con inseguridad alimentaria se debe a que eligen
comprar alimentos econdmicos que ofrecen altas cantidades de energia, como lo son los

alimentos ultraprocesados (OMS, 2024c).

1. Alimentos ultraprocesados.

Algunos alimentos requieren procesos industriales para garantizar su seguridad o
prolongar su vida Gtil. Sin embargo, los Ilamados alimentos ultraprocesados son aquellos que,
después de este procesamiento, adquieren caracteristicas que los hacen listos para el consumo
inmediato, con poca o0 ninguna preparacion. Estos productos suelen ser méas atractivos y, a veces,
mas econdémicos que el alimento original (Marti y col, 2021).

Actualmente, la etiologia de estos alimentos no ha sido elucidada completamente, sin
embargo, la definicion més utilizada es la propuesta por el equipo de Monteiro (2016) y es la
siguiente: "Formulaciones de varios ingredientes que, ademas de sal, azlcar, aceites y grasas,
incluyen sustancias alimenticias no utilizadas en las preparaciones culinarias, en particular,
saborizantes, colorantes, edulcorantes, emulgentes y otros aditivos utilizados para imitar las
cualidades sensoriales de los alimentos no procesados o minimamente procesados y de sus
preparaciones culinarias, o para enmascarar cualidades indeseables del producto final”.
Tratandose de alimentos de alta densidad energética y baja calidad nutricional que mantienen
pocas 0 ninguna de sus caracteristicas iniciales. (Monteiro y col, 2016; Marti y col, 2021).

Con base en lo mencionado anteriormente, se pretende mejorar la calidad de la nutricién

de la poblacién con el consumo de alimentos funcionales.
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C. ALIMENTOS FUNCIONALES.

A pesar de que aun no existe una definicion universalmente aceptada para los alimentos
funcionales, se entiende en términos generales que son aquellos alimentos 0 componentes que,
ademas de proporcionar una nutricion basica, aportan beneficios para la salud y/o disminuyen
el riesgo de enfermedades. Un alimento o componente funcional puede ser un macronutriente
con un efecto fisioldgico especifico o un micronutriente esencial. Sin embargo, también puede
ser un componente gue, aungue no sea altamente nutritivo o esencial, modula alguna funcion
del organismo para reducir el riesgo de enfermedad, como la fibra y ciertos microorganismos
viables (Sarmiento-Rubiano, 2006).

De manera general, “los alimentos funcionales tienen en su composicion (de manera
natural o por adicion) componentes funcionales como fitoquimicos (ej. compuestos fendlicos),
prebioticos (ej. fibra) o probidticos (ej. lactobacilos) entre otros, los cuales proveen beneficios
a la salud de los consumidores; asimismo, también se consideran como AF aquellos a los que se
les ha removido algin componente del alimento con potencial efecto negativo en la salud (gj.
alergenos o irritantes). Por otro lado, dichos alimentos deben seguir siendo alimentos y
demostrar sus beneficios a la salud en cantidades que normalmente se consumen en la dieta. Es
decir, no son capsulas, comprimidos o suplementos alimenticios” (Villagran y col, 2022).

En este sentido, los alimentos funcionales no se limitan a los alimentos procesados;
también incluyen alimentos tradicionales como el maiz, el frijol, la avena y el aceite de oliva,
que contienen componentes funcionales como el licopeno, los beta-glucanos o el acido oleico.
Estos componentes tienen propiedades beneficiosas para la salud, ademas de sus valores

nutricionales (Villagran y col, 2022).
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D. MAIZ AZUL (Zea Mays L.).

1. Generalidades.

Zea mays L. (maiz) es una especie perteneciente a la familia Gramineae. Es un cultivo
anual de gran desarrollo vegetativo, cuyo tallo soporta de 10-20 hojas. El sistema radicular de
tipo fasciculado estd formado por raices seminales, secundarias y adventicias que aparecen en
el altimo lugar, regularmente en los nudos situados por encima de la superficie del suelo (Strable
y Scanlon, 2009).

En México, el cultivo de maiz azul ronda las 3,000 hectareas anuales. En 2020, el
principal estado productivo fue Puebla con un rendimiento de 3.57 toneladas por hectarea,
seguido Unicamente por Chihuahua, con un rendimiento neto de 3.04 toneladas por hectarea

(SIAP, 2020).

2. Estructura del grano.

El grano de maiz estd conformado por 4 partes anatomicas: (1) el pericarpio que
constituye la cubierta externa, que bien puede ser una capa cerosa o una cascarilla segun el tipo
de grano, su principal funcion es evitar el intercambio de agua entre el grano y el ambiente. 2)
El endospermo, que funciona como almacén energético, constituye hasta el 80% del peso seco
del mismo. (3) ElI embrion y el (4) pedicelo, cuya funcién es conectar al grano con el olote
(Jackson y Shandera, 1995).

3. Composicion proximal del maiz azul.

Los granos y subproductos de maiz contienen una buena relacién de nutrimentos y su

composicién cambia segln la variedad, la constitucion genética y los factores ambientales. En

México, los granos de maiz cultivados reportan alrededor del 10% de proteina, 5% de grasa,
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76% de carbohidratos y el resto es conformado por fibra cruda y cenizas como se observa en el

Cuadro 2 (Jackson y Shandera, 1995).

4. Compuestos bioactivos del maiz azul.

El maiz azul es ampliamente reconocido por su alta concentracién de compuestos bioactivos,
tales como compuestos fendlicos, antocianinas, carotenoides y fibra dietética, lo que le otorga
un notable valor nutracéutico. Segun Sanchez y colaboradores (2024), el maiz azul contiene
entre 39.1 y 45.5 mg de compuestos fendlicos libres, y entre 95.5 y 220.7 mg de compuestos
fenolicos ligados, medidos en equivalentes de acido galico (EAG) por cada 100 gramos, con
el acido feralico como el compuesto fendlico predominante. Ademas, estudios han reportado
que el contenido total de antocianinas en el maiz azul oscila entre 2.63 y 6.87 mg en
equivalentes de cianidin-3-O-glucésido (EC3G) por cada 100 gramos (Serna y col., 2013;
Sanchez y col., 2024).
a. Tortilla de maiz.

Latortilla de maiz es un elemento esencial en la dieta mexicanay tiene una profunda importancia
cultural e historica. Originada hace aproximadamente 7,000 afios, el maiz, también conocido
como maiz, fue domesticado en México y ha sido una parte integral de la dieta y la cultura local
desde entonces. Los olmecas, mayas y mexicas (aztecas) consideraban el maiz como un alimento

sagrado y necesario (Escalante-Aburto y col, 2013).

Las tortillas de maiz no solo son un alimento basico, sino también una fuente importante
de fibra, calcio, &cido félico y vitaminas del complejo B. Estos nutrimentos son esenciales para
funciones corporales saludables y contribuyen a una dieta balanceada. Ademas, las tortillas son
bajas en calorias y grasas, lo que las hace una opcion saludable incluso para quienes siguen

dietas de control de peso, sin embargo, la calidad de las proteinas del maiz es pobre, ya que
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Cuadro 2. Composicion quimica (g/100g) del maiz azul.

Componente Contenido
Proteina 9.9
Grasa 5.2
Cenizas 1.4
Fibra cruda 2.1
Carbohidratos disponibles 76.0

Tomado y modificado de CONAL, 1990.
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son deficientes en los aminoacidos esenciales lisina y triptéfano (Milan-Carrillo y col, 2004).
E. MEZQUITE (Prosopis laevigata).
1. Generalidades.

El género Prosopis, forma parte de la familia Fabaceae, y es cominmente conocido como
mezquite. ElI género es comprendido por 44 especies, distribuidas principalmente por las
regiones aridas y semiaridas de Asia, Africa y América (Felker y col., 2013). En México, el
cultivo de mezquite rebasa los 3.5 millones de hectéareas solo en el centro-norte del pais,
incluyendo 9 especies autdctonas (Sauceda y col., 2014). El fruto maduro del género Prosopis,
es una vaina indehiscente conformada por exocarpo, mesocarpo y un endocarpo lefioso que

contiene a la semilla (Felker y col., 2013; Rodriguez-Sauceda y col., 2014).

2. Composicion quimica del mezquite.

Felker y colaboradores han reportado que la composicién quimica del fruto es rica en
proteinas libres de gluten, el cual, alcanza porcentajes que van del 40 al 60 en semillay del 9 al
11 en mesocarpo, sin embargo, su proteina es limitante en aminoacidos azufrados y el
mesocarpo presenta elevadas cantidades de azlcares (31-60%), destacando la sacarosa como se
observa en el Cuadro 3 (Felker y col., 2013).

De igual forma, estas especies, han sido identificadas como una buena fuente de
compuestos fendlicos con actividad antioxidante, antiinflamatoria, antihipertensiva e
hipoglucémica (Pérez y col., 2014; Schmeda y col., 2015).

3. Fermentacion de la vaina de mezquite.

Diaz-Batalla en el afio 2019 realizo una investigacién en donde obtuvo una harina

integral fermentada de la vaina de mezquite (Prosopis laevigata). Para su obtencion, un kg de

harina se disperso en 2 L de agua, posteriormente se pasteurizd e inoculd con
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Cuadro 3. Composicion quimica (g/100g) de la vaina de mezquite.

Componente Contenido
Proteina 36.51
Grasa 4.83
Cenizas 4.14
Fibra cruda 7.78
Carbohidratos disponibles 38.45

Felker y col, 2023.
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Saccharomyces cerevisiae. La fermentacion se desarrollo a 27 °C durante 5 dias, hasta el
agotamiento de los azlcares. Una vez concluida la fermentacion, la mezcla fermentada se
deshidraté en estufa de conveccion (Thermo Scientific, MA, USA) a 65 °C durante 4 h, para su
posterior molienda. Dicha harina obtuvo mejoras caracteristicas nutrimentales en comparacion

con harinas no fermentadas de la vaina de mezquite (Diaz-Batalla, 2019).
F. JAMAICA (Hibiscus sabdariffa).

1. Generalidades.
Hibiscus, especie sabdariffa, es también conocida en México como flor de jamaica. Esta
planta pertenece a la familia de las malvaceas, es de cultivo anual y puede alcanzar los 2 m de

altura promedio (Ortiz-Méarquez, 2008).

A nivel mundial, México se encuentra en el séptimo lugar en la produccion de jamaica,
aportando un 5.14% de la produccidn global, esta lista es encabezada por China, India 'y Sudan,
quienes alcanzan el 27.76, 17.91 y 9.1% de la produccion global, respectivamente.
Recientemente, la superficie cultivada de H. sabdariffa en nuestro pais, alcanz6 las 18,654
hectéareas con un rendimiento promedio de 430 kg/ha. Guerrero, Michoacan y Oaxaca son los
principales estados productores de jamaica, cuya utilidad supera el 93% de la produccion
nacional (SIAP, 2019).

2. Composicion quimica del fruto.

Diversos autores afirman que la planta de jamaica puede considerarse una buena fuente
de nutrimentos, ya que contiene proteinas de alta calidad, carbohidratos, grasas, fibra y un
amplio perfil de compuestos bioactivos como se observa en el Cuadro 4 (Aguero y col., 2014;

Arizay Flores, 2014; Cid-Ortega y Guerrero-Beltran, 2012).
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Cuadro 4. Composicion quimica (g/100g) del céliz de jamaica.

Componente Contenido
Proteina 6.0
Grasa 20.9
Cenizas 6.8
Fibra cruda 38.5
Carbohidratos disponibles 27.8

Aguero y col, 2014.
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Ademas, se han identificado una gran variedad de compuestos bioactivos presentes en el
fruto, los cuales son de suma importancia debido a los efectos benéficos que brindan a la salud,
donde destaca la presencia de alcaloides, eugenol, B-caroteno, saponinas (B-sitosterol-p-D-
galactopirandsido), fitoesteroles (B-sitoesterol, ergoesterol, camposterol, estigmasterol), ceras,
pectinas y fibra (Ali-Bradeldin y col., 2005; Hirunpanich y col., 2005). Sin embargo, los
compuestos de mayor relevancia farmacoldgica son los &cidos organicos, antocianinas,

flavonoides y polisacaridos.
G. EXTRUSION.

1. Generalidades.

La extrusion es una de las metodologias utilizadas para la obtencion de harinas. Esta
consiste en un proceso continuo, que involucra el uso de un extrusor para la obtencion de
distintos productos, entre los que se encuentran: pastas, dulces, alimentos para animales,
cereales para el desayuno y harinas. Este proceso, a menudo es utilizado para cocinar, texturizar,
expandir y formar el alimento deseado (Gearhart y Rosentrater, 2014).

En la extrusion, los pardmetros importantes que influyen en la calidad del producto
terminado son, el contenido inicial de humedad del material y el tiempo de resistencia, mismo
que es influenciado por la velocidad de alimentacion, la velocidad del tornillo y la configuracion
del tornillo (relacién de compresion), la geometria del dado, la temperatura y la presion.
Particularmente, los atributos sensoriales de los productos extrudidos se ven altamente influidas
por variables relacionadas con el equipo y la composicion quimica de la materia prima (Gearhart
y Rosentraer, 2014).

La extrusion a temperaturas altas, que pueden ir de los 100 a los 200 °C y altas presiones

por corto tiempo (30-120 s) es uno de los procesos tecnoldgicos de mayor versatilidad para la
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elaboracion de alimentos, partiendo de granos de cereales y de leguminosas. Su alta
productividad, bajos costos de operacion, alta eficiencia energética, ahorro de agua, minima
produccién de efluentes contaminantes, bajo la premisa de obtener productos de alto valor
bioldgico y elevada digestibilidad de las proteinas, hacen ain mas atractivo su uso (Reyes-
Moreno y col., 2018). Las suspensiones de harinas precocidas por extrusion son capaces de
aumentar su viscosidad rapidamente, tienen una tendencia baja a formar grumos, debido a que
los granulos de almidén son modificados, mostrando alta capacidad de hinchamiento, bajo

condiciones tanto de bajas temperaturas, como de altas (Gearhart y Rosentraer, 2014).

2. Componentes del extrusor.

Como ya se menciond, la coccidn por extrusion se realiza en extrusores de alimentos,
maquinas en las que el cuerpo operativo principal, es un tornillo o un par de tornillos, instalados
en un barril (Figura 2). Durante el procesamiento baro-térmico (presién hasta 20MPa,
temperatura 200 °C), el material se mezcla, comprime, funde y plastifica en la parte final del

barril (Moscicki y Zuilichem, 2011).

3. Proceso de extrusion.

El principal efecto de la coccidn por extrusién es que después de salir de la matriz, el
material se expande rapidamente y los extrudidos son similares estructuralmente a un panal,
formado por los haces de fibras de proteinas fundidas, por los polimeros que componen al
almidén o por una mezcla de estos. Se puede emplear un extrusor de tornillo simple para
procesar distintos tipos de productos de diferente forma, color, sabor y textura. Esto requiere de
una adecuada distribucion de temperatura, presion y contenido de humedad del material durante

el procesamiento (Moscicki y Zuilichem, 2011).
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Figura 2. Componentes del extrusor. Seccién transversal de un extrusor de alimentos de
tornillo simple: 1) motor; 2) alimentador; 3) sistema de enfriamiento; 4) termopar; 5) tornillo;
6) barril; 7) sistema de calentamiento; 8) cabeza; 9) matrices; 10) cortador; 1) seccion de
transporte, 11) seccién de compresion; I11) seccién de fundicion y plastificacion. Obtenido de

Moscicki y Zuilichem (2011).
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Frecuentemente, la formulacion y el desarrollo de nuevos productos se debe realizar
empiricamente. La masa fundida que sale del extrusor adquiere la forma de la matriz de este. La
siguiente etapa es el secado de los productos, hasta alcanzar un contenido de humedad de 6-8%
y un enfriamiento posterior. Durante el procesamiento baro-térmico (presion hasta 20 MPa,
temperatura 200 °C), el material se mezcla, comprime, funde y plastifica en la parte final del
extrusor. ElI rango de cambios fisicos y quimicos en el material procesado depende
principalmente de los parametros del proceso de extrusion y la configuracion del extrusor, es
decir, su capacidad de trabajo (Moscicki y Zuilichem, 2011).

4. Efectos de la extrusién sobre las propiedades fisicoquimicas de las harinas.

Diversos estudios dirigidos a elucidar los cambios macromoleculares que produce la
extrusion han utilizado una gran variedad de técnicas, como la calorimetria diferencial de
barrido (DSC), difractometria de rayos X (DRX), infrarrojo con andlisis por transformada de
Fournier (FT-IR). Estas técnicas espectroscopicas, permiten evaluar cambios en la arquitectura
y composicion molecular de proteinas, de carbohidratos, de acidos nucleicos, de membranas
celulares y de tejidos de los productos de extrusion (Garcia-Rosas y col, 2009).

Paralelamente, uno de los métodos méas empleados para la identificacion de estructuras
cristalinas en almidones nativos o procesados es la difractometria de rayos X. Estudios previos
en cereales como el maiz y el arroz y pseudocereales, como el amaranto, mostraron que el
procesamiento puede inducir cambios en el grado de cristalinidad, impactando en la viscosidad

y en otros parametros fisicoquimicos de los almidones (Roa y col, 2013).
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5. Efectos de la extrusion sobre las propiedades tecno-funcionales de las harinas.

La extrusion es una tecnologia que expone a las muestras a altas temperaturas y presiones
y a su vez, a esfuerzos mecanicos intensos, lo cual, resulta en un cambio en la composicion
quimica de las harinas y, por ende, las propiedades tecno-funcionales se ven afectadas.

Wang y col (2019), enumeran una serie de cambios en la funcionalidad de las harinas
tras el proceso de extrusion, entre los que destacan el indice de absorcidn de agua (1AA), el
indice de absorcion de aceite (IAAc), la capacidad emulsificante (CE), la capacidad de
formacion de espuma (CFE) y el perfil de viscosidad en harinas de garbanzo, de sorgo y de
maiz. Estos cambios en las caracteristicas funcionales de las harinas se encuentran
estrechamente relacionados con la composicion quimica de los granos y las propiedades
fisicoguimicas de los extrudidos que las preceden. En este sentido, entre mayor sea la porcion
proteinica y las temperaturas de tratamiento sean mas altas, se vera un aumento en el IAA y una
disminucion en el 1AAc, CE y CFE, por otro lado, cuanto mas grande sea el contenido de
almiddn, los valores de 1AA, 1AAc, CE y CFE aumentan considerablemente. Finalmente, el
perfil de viscosidad se ve influenciado por la temperatura del tratamiento, ya que, a mas altas
temperaturas, hay mayor desnaturalizacién de las proteinas y mayor rompimiento de los
granulos de almidon, lo que favorece que las reacciones de Maillard se lleven a cabo y como

consecuencia se tenga un aumento en la viscosidad del producto (Wang, 2019).
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IV. JUSTIFICACION

La desnutricion, el sobrepeso, la obesidad y las enfermedades cronico-degenerativas,
como la hipertension, las cardiopatias, la diabetes mellitus y los tumores malignos, son los
principales problemas de salud y las principales causas de mortalidad en México. La
combinacion de cereales, leguminosas y partes anatomicas de plantas, como el maiz azul, el
mezquite y los célices de jamaica, para la elaboracion alimentos, representa una opcion viable
para minimizar el efecto nocivo de estas enfermedades; esto debido a sus altos contenidos de
compuestos bioactivos. Ademas, la fortificacion de productos de maiz con leguminosas como
el mezquite mejora sustancialmente la calidad de la proteina. En México, la tortilla es el
principal derivado del maiz, lo que la convierte en un medio viable para mejorar la nutricién de
la poblacion y disminuir la incidencia de enfermedades crénico-degenerativas. Las tortillas
obtenidas a partir de harinas producidas por extrusion presentan caracteristicas similares a las
tortillas obtenidas de harinas comerciales de maiz nixtamalizado, pero con importantes ventajas
tecnoldgicas y ecologicas (ahorro significativo de agua, energia, tiempo y sin producir efluentes
contaminantes), asi como nutricionales (aumento importante de la digestibilidad de la proteina,
alta retencion de nutrimentos y la retencion de todos las componentes anatdmicos de granos y
plantas procesados por extrusion), respecto al proceso tradicional de nixtamalizacién. Es por
ello por lo que, en la presente investigacion se desarrollé una mezcla compuesta optimizada a
base de harinas de maiz azul extrudido (HMAE), vainas de mezquite fermentado-extrudido
(HVMFE) y jamaica (HJ) adecuada para elaborar tortillas funcionales, las cuales tienen el
potencial para impactar de manera positiva en estado nutricional y de salud en general de la
poblacién mexicana. Existen varios reportes acerca de la fortificacion de tortillas de maiz con
otras fuentes vegetales para mejorar su valor nutricional y nutracéutico, principalmente

potencial antioxidante, hipoglucemiante, antihipertensivo y anticancerigeno. Sin embargo, en la
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literatura no existen reportes acerca de la elaboracion de tortillas de maiz azul extrudido
fortificadas con harina de semillas de mezquite fermentado-extrudido y harina de célices de

jamaica con el proposito de mejorar el valor nutricional y nutracéutico de las mismas.
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V. HIPOTESIS
Tortillas funcionales producidas a partir de una mezcla compuesta optimizada a base de harina
de maiz (Zea mays L) azul extrudido, harina de mezquite (Prosopis laevigata) fermentado-
extrudido y harina de calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa) presentan potencial antioxidante,
valores altos de fitoquimicos y propiedades sensoriales similares a las de las tortillas de maiz

azul extrudido sin fortificar con harinas de mezquite y calices de jamaica.
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V1. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL.

Desarrollar una mezcla compuesta optimizada a base de harinas de maiz azul extrudido
(HMAE), vainas de mezquite fermentado-extrudido (HVMFE) y célices de jamaica (HCJ)
adecuada para elaborar tortillas funcionales sensorialmente aceptables con valores altos de
actividad antioxidante, contenido de compuestos fenolicos, flavonoides y antocianinas totales.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS.
1. Optimizar la proporcion de HMAE, HVMFE y HCJ de la mezcla compuesta
empleada para preparar tortillas funcionales sensorialmente aceptables con valores
altos de actividad antioxidante, contenido de compuestos fenolicos, flavonoides y
antocianinas totales.

2. Validar la mezcla compuesta optimizada con base en las variables de respuesta,

evaluadas en las tortillas elaboradas a partir de dicha mezcla compuesta.

3. Realizar un estudio preliminar in vivo para evaluar el efecto preventivo del dafio

intestinal ocasionado por infeccion de H. pylori de tortillas funcionales elaboradas a

partir de la mezcla compuesta optimizada en ratones hembra BALB/c.
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VIl. MATERIALES Y METODOS
El trabajo experimental se realiz6 en el laboratorio de Bioprocesos y Alimentos
Funcionales de la Facultad de Ciencias Quimico-Bioldgicas de la Universidad Autonoma de
Sinaloa, en el laboratorio de Fisicoquimica de Alimentos | del Area Académica de Quimica del
Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria y el bioterio del Instituto de Ciencias de la Salud de
la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo, durante el periodo comprendido entre febrero

del afio 2022 a julio del afio 2023.

A. MATERIALES.

Las muestras de estudios constaron de maiz azul (Zea mays L) (cosecha 2019, del estado
de Puebla), vainas de mezquite (Prosopis laevigata) fermentada (cosecha 2021, del estado de
Hidalgo) y calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa) (cosecha 2019, del estado de Guerrero).

Los animales de estudio (ratones hembra BALB/c) fueron proporcionados por la
direccion del bioterio del Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Autonoma del
Estado de Hidalgo con el folio CICUAL-V-1/006/2023. Se obtuvieron 40 ratones hembra de 21

dias de nacidos, con pesos entre 20 y 25 gramos.
B. METODOS.

1. Disefio de experimentos.

Antes de realizar el trabajo experimental para la obtencion de la mezcla compuesta
optimizada a base de HMAE (harina de maiz azul extrudido), HVMFE (harina de vaina de
mezquite fermentado-extrudido) y HCJ (harina de calices de jamaica) se selecciond el disefio
experimental de Metodologia de Superficie a emplear. Se utiliz6 un disefio experimental para
mezclas L-Optimal (L-Optimo). Se emplearon tres factores, los cuales fueron nivel de inclusion

de las tres harinas mencionadas anteriormente; los niveles de inclusion para la HMAE fueron:
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56.50, 61.23, 65.01, 64.60, 66.98, 72.27, 74.42, 75.80, 78.03 y 82.94%, para la HVMFE los
niveles fueron: 1.54, 10.00, 12.06, 12.73, 18.02, 20.58, 21.12, 23.77, 25.73 y 30.00%, mientras
que, para HCJ los niveles de inclusion fueron: 5.00, 8.83, 9.06, 9.67, 11.96, 13.50 y 15.00%
(Cuadro 5). Las proporciones de los componentes (X1= HMAE, X2= HVMFE y X3= HCJ) se
expresaron como fracciones de la mezcla, siendo siempre 1.0 (100%) la suma de las
proporciones de los tres componentes. El disefio de experimentos se elaboro utilizando el

programa Design Expert (version 11).

2. Obtencion de las harinas de maiz azul extrudido, vaina de mezquite fermentado
extrudido y calices de jamaica.

Para la produccién de harina de maiz azul extruido (HMAE) se utilizaron condiciones
de proceso optimizado propias de nuestro laboratorio (Milan-Carrillo et al., 2006). Lotes de 500
g de semillas de maiz azul se molieron en una licuadora doméstica hasta que las particulas
obtenidas pasaran por una malla #40 (0.425 mm). Estas particulas se mezclaron con cal en una
relacion de 0.21 g de cal por cada 100 g de particulas mediante una mezcladora manual de aspas.
Posteriormente, a esta mezcla se le adicion6 agua para conseguir una humedad del 28% (p/p).
Todas las muestras himedas envasaron en bolsas de plastico con cierre hermético y se colocaron
en refrigeracion (4-8 °C) durante un periodo de 12 h para asegurar el equilibrio de la humedad
en toda la muestra. Previo a que la muestra se alimentara al extrusor, esta se dejo a temperatura
ambiente (25 °C) por 1 h.

Para la obtencion de la harina de vaina de mezquite fermentado-extrudido (HVMFE),
previo a la extrusion las vainas de mezquite fueron fermentadas. Para ello un lote de 1 kg de
vainas de mezquite secas se molieron en un molino de martillos de laboratorio (Perten, modelo
3100) hasta que las particulas obtenidas pasaran por una malla #60 (0.250 mm); las fibras que

no pasaron la malla #60 no fueron utilizadas. La harina integral obtenida se dispersé en dos
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Cuadro 2. Disefio de experimentos L-Optimal de la metodologia de superficie de respuesta para
obtener diferentes mezclas compuestas a base de harina de maiz azul extrudido (HMAE), harina
de vaina de mezquite fermentado extrudido (HVMFE) y harina de célices de jamaica (HCJ).

También, se muestran las variables de respuesta a estudiar para obtener la mezcla compuesta

optimizada.
COMPONENTES DE LA
Orden MEZCLA COMPUESTA VARIABLES DE RESPUESTA
X1: X2: X3: Actividad | Fendlicos | Flavonoides | Antocianinas Aclzﬁ))t;bélédlzd
HMAE | HVMFE | HCJ |antioxidante| totales totales totales g .
Std | Run tortilla

16 | 0.8294| 0.1206 | 0.0500

0.8294| 0.1206 | 0.0500

0.7442| 0.2058 | 0.0500

0.6501| 0.2999 | 0.0500

0.7580| 0.0154 | 0.0883

10 | 0.6982| 0.2112] 0.0906

0.6982| 0.2112 | 0.0906

0.6982| 0.2112 | 0.0906

© [0 [N O (01 [ | [N |-
\,

12 | 0.6460| 0.2573]0.0967

10 | 11 | 0.7803| 0.1000] 0.1196
11 | 14 | 0.7803| 0.1000] 0.1196
12 | 15 | 0.5650| 0.3000 | 0.1350
13 0.5650 | 0.3000 | 0.1350
14 0.7227| 0.1273 0.1500
15 4 0.6123| 0.2377 0.1500
16 | 13 | 0.6698| 0.1802 ] 0.1500
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litros de agua, y la mezcla se pasteuriz6. Posteriormente, la muestra estéril fue inoculada con la
levadura Saccharomyces cerevisiae usando una concentracion de 6 x 10° UFC/g. La
fermentacion se llevo a cabo a una temperatura de 27 °C durante un tiempo de 5 dias, hasta que
los azUcares se agotaron por completo. Posteriormente, la muestra fermentada fue secada en una
estufa de conveccion forzada de aire (FELISA, 1422 México) a una temperatura de 65 °C
durante un tiempo de 4 h, para obtencion de la muestra deshidratada de vainas de mezquite
fermentado. Para la extrusion de esta muestra deshidratada de vainas de mezquite fermentado
se siguieron las condiciones de Diaz-Batalla y col. (2018), con modificaciones. Lotes de 500 g
de la muestra deshidratada de vainas de mezquite fermentado se colocaron en una licuadora
doméstica hasta que las particulas obtenidas pasaran por una malla #40 (0.425 mm). La harina
obtenida se mezcld con agua para conseguir un contenido de humedad del 16% (p/p). Todas las
muestras humedas envasaron en bolsas de plastico con cierre hermético y se colocaron en
refrigeracion (4-8 °C) durante un periodo de 12 h para asegurar el equilibrio de la humedad en
toda la muestra. Previo a que la muestra se alimentara al extrusor, esta se dejé a temperatura
ambiente (25 °C) por 1 h.

El proceso de extrusion se desarrollé en un extrusor de laboratorio de tornillo simple (un
solo tornillo) Modelo 20 DN (CW Brabender Instruments, Inc, NJ, EUA). Las condiciones
Optimas de operacion del extrusor (temperatura de extrusion, TE y velocidad del tornillo, VT)
fueron para el maiz azul, TE=85 °C y VT=240 rpm (Milan-Carrillo y col., 2006); y para las
vainas de mezquite fermentado, TE=150 °C y VT=170 rpm (Diaz-Batalla y col., 2018); durante
la extrusién del mezquite fermentado la temperatura del barril fue de 110, 130 y 150 °C para las
zonas de calentamiento 1, 2 y 3, respectivamente, mientras que en el caso del maiz azul la
temperatura de barril de las tres zonas de calentamiento fue la misma (85°C). Los pellets

extrudidos se dejaron enfriar y equilibrar en condiciones ambientales (25 °C); posteriormente,
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se molieron para pasar por una malla #80 (0.180 mm) y las harinas obtenidas se envasaron en
bolsas de plastico con cierre hermético. Las harinas extruidas de maiz azul y de mezquite
fermentado se almacenaron a 4-8 °C.

Para la obtencion de la harina de célices de jamaica (HCJ), dichos calices fueron
deshidratados (65°C, 4 h). Lotes de 500 g de calices de jamaica deshidratados se colocaron en
una licuadora domestica para obtener sémola la cual se pas6 por una malla de cribado US80

(0.180 mm). Todos los lotes se envasaron y se almacenaron a 4-8 °C hasta su uso.

3. Obtencion de las tortillas con las mezclas compuestas de harinas.

Para la obtencion de las tortillas se utilizaron lotes de 500g de cada una de las mezclas
compuestas a base de HMAE, HVMFE y HCJ mostradas en el Cuadro 5, en las proporciones
indicadas en el disefio de experimentos. A las tortillas obtenidas con cada uno de los tratamientos
(diferentes mezclas compuestas; Cuadro 5) se les evaluaron las variables de respuesta:
aceptacion global de las tortillas (prueba sensorial), actividad antioxidante, compuestos

fenolicos totales, flavonoides y antocianinas totales (pruebas nutracéuticas).

a. Amasado y moldeado.
La masa se obtuvo para cada una de las mezclas compuestas a base de HMAE, HVMFE
y HCJ (mostradas en el Cuadro 5), mezclando cada una de estas con agua a 60 °C hasta que se
obtuvo una consistencia adecuada. Posteriormente, la masa fue extendida en una capa delgada,
que fue recortada o forzada dentro de una configuracion circular. El espesor del extendido
determind el peso del producto final. La tortilla de mesa por lo general tuvo un diametro de
15cm y un peso de 28 g a 30 g. ElI moldeado inicié cuando la masa fue puesta entre un par de

rodillos planos o prensa.
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b. Cocimiento.
Las tortillas fueron cocidas a temperaturas que variaron entre 400°C y 450°C en planchas

de calentamiento durante 40 y 60s.
4. Evaluacion de las variables de respuesta.

a. Evaluacion sensorial: aceptabilidad global de tortillas (AGT).

Esta prueba permitié a los panelistas manifestar su grado de aceptacion por el producto
(tortillas). Para la evaluacion sensorial se seleccion6 un panel de 30 jueces no entrenados de
ambos sexos (18-35 afios) quienes eran consumidores habituales de tortillas. La evaluacion y
seleccion de los panelistas se realiz6 considerando el interés de los participantes, su sensibilidad
para detectar textura, sabor, color y aroma, asi como su capacidad para comprender los
procedimientos del estudio. Los evaluadores fueron ubicados en compartimentos individuales
con temperatura (25°C) y humedad relativa (50-60%) controladas. Las muestras de tortillas,
precalentadas a 45 °C para su degustacion, fueron presentadas a los panelistas como trozos
cuadrados de tortilla en platos marcados con el nimero de tratamiento. Los jueces registraron
sus evaluaciones en una planilla para cada muestra de tortillas, evaluando los atributos de sabor,
aroma, color, textura y aceptacion general. Para ello, utilizaron una escala LAM (labeled
affective magnitud), una escala bidireccional de 100 mm con descripciones verbales que varian
desde -100 (maximo disgusto imaginable) hasta +100 (maximo agrado imaginable), con el punto
central en cero (ni me gusta ni me disgusta). Posteriormente, estos valores se transformaron a
una escala de 0 a 100 [0=maximo disgusto imaginable; 100=méaximo agrado imaginable, con
50=ni me gusta ni me disgusta] (Cardello et al., 2004). Esta transformacion permitio analizar

las respuestas de aceptabilidad de las muestras de tortillas mediante regresion.
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Finalmente, las tortillas restantes se secaron y molieron para que pasaran por una malla
#80 (0.180 mm) y despues se envasaron en bolsas de plastico con cierre hermético y se
almacenaron en refrigeracion a 4-8°C, para posteriormente determinar las variables de respuesta
nutracéuticas (actividad antioxidante, compuestos fendlicos totales, flavonoides y antocianinas

totales).
b. Evaluacion de las variables nutraceuticas.

1) Obtencién de extractos de compuestos fendlicos libres y ligados.

Los compuestos fendlicos libres se extrajeron siguiendo el método descrito por Dewanto
y col (2002). El extracto de fenolicos libres se obtuvo a partir de medio gramo de muestra con
diez mililitros de etanol concentrado (80%, v/v), aplicando agitacién (25 rpm / 10 min) en un
homogeneizador rotatorio (OVAN noria R, EUA 2010). Posteriormente, las muestras se
centrifugaron a 5,000xg por 10 min, usando temperatura de 10 °C. La extraccion de fenolicos
libres se realiz6 dos veces a la misma muestra. Después, los sobrenadantes de las dos
extracciones se decantaron y se concentraron a 45°C usando equipo a presion baja (Apud Vac
Concentrator, Thermo Elector Corporation). Posteriormente, el concentrado se sometié a
sequedad en estufa de conveccion forzada de aire (FELISA, 1422 México) a 45°C y se almacend
en congelador a -20°C hasta su posterior utilizacién para determinacion de variables
nutracéuticas [actividad antioxidante (AAo0x), compuestos fendélicos (CF) y flavonoides (F)]
correspondientes a la fraccion de fitoquimicos libres. ElI material precipitado de las
centrifugaciones se usé para la obtencion de los extractos fendlicos ligados. La extraccion de
esta fraccion ligada se hizo siguiendo el método descrito por Adom y Liu (2002), con
modificaciones ligeras hechas por Mora-Rochin y col. (2010). Al material precipitado se le

elimind la grasa usando solvente hexano (diez mililitros), agitacion con vortex durante treinta
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segundos, posterior agitacion continua durante diez minutos en homogeneizador rotatorio,
centrifugacion a 5,000xg por 10 min manteniendo temperatura de 10°C y final decantacion para
retiro del hexano saturado de grasa. La muestra desgrasada fue hidrolizada con hidrdxido de
sodio (concentracion dos Molar, diez mililitros) en bafio Maria a temperatura de 95°C por treinta
minutos, seguido de agitacion a temperatura ambiental (25°C) por un tiempo de una hora.
Después, la muestra hidrolizada fue neutralizada mediante el uso de dos mililitros de acido
clorhidrico concentrado y agitacion en vortex durante treinta segundos. Posteriormente, se
hicieron las extracciones de los fendlicos ligados con acetato de etilo, las cuales se realizaron
cuatro veces a la misma muestra. Al final, los sobrenadantes de las cuatro extracciones con
acetato de etilo se decantaron y se concentraron a 45°C usando equipo a presion baja (Apud Vac
Concentrator, Thermo Elector Corporation). Después, el concentrado se sometié a sequedad en
estufa de conveccion forzada de aire (FELISA, 1422 México) a 45°C y se almacend en
congelador a -20°C hasta su posterior utilizacion para determinacién de variables nutracéuticas
[actividad antioxidante (AAo0x), compuestos fendlicos (CF) y flavonoides (F)] correspondientes
a la fraccidn de fitoquimicos ligados. Previo a su uso, los compuestos extraidos (libres y ligados)
se reconstituyeron con metanol hasta alcanzar un volumen de 2 mL. Para el calculo de AAox
total, CF totales (CFT) y F totales (FT), los resultados correspondientes a las fracciones libres y
ligadas fueron sumadas.
2) Actividad antioxidante (AA0X).

La AAox hidrofilica de los extractos de las fracciones de fitoquimicos libres y ligados,
obtenidos de las harinas, se determind mediante la metodologia ABTS. Este ensayo de
decoloracion descrito por Re y col. (1999) evalla la capacidad captadora del cation radical
ABTS. EI método esta basado en la reduccién del radical ABTS (ABTS**) por los compuestos

antioxidantes presentes en los extractos. Primero, se preparé la solucion del radical ABTS, para
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lo cual se disolvieron 7 mM de ABTS (&cido 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) en
agua destilada. A esta solucion se le anadio persulfato de potasio (K2S:0s) a una concentracion
final de 2.45 mM. La mezcla se dejo reposar en la oscuridad durante 12 a 16 horas a temperatura
ambiente, lo que permitié la formacion completa del radical ABTS**. Antes de usarlo en el
ensayo, el radical se diluy6 con agua destilada (45 mL de agua destilada + 500 L de la solucion
ABTS) hasta alcanzar una absorbancia de 0.700 + 0.020 a 734 nm, para garantizar que la
solucion esté lista para la evaluacion de la actividad antioxidante. Posteriormente, se llevo a
cabo la prueba de inhibicion de la decoloracion de la reaccidn por los extractos debido a su
capacidad captadora del catién radical ABTS. Para ello, primero se mezclaron veinte microlitros
del blanco (sin extracto) con 1980 uL de la solucion de ABTS**, se homogeneizaron
suavemente y se ley0 su absorbancia en un espectrofotometro (UV-VIS Genesys 10 UV Thermo
Electron Corporation, Madison, WI, EUA). Posteriormente, en otros tubos de reaccion se
colocaron veinte microlitros de cada muestra (extracto) y 1980 L del radical, con un tiempo de
separacion entre muestras de 30 s. La lectura de la absorbancia de las muestras se realiz6 a los
6 min de reaccion. Las mediciones se hicieron por cuadruplicado. La AAox, medida como la
capacidad atrapadora de radicales libres ABTS de las muestras, se expresé como micromoles

(umol) equivalentes de Trolox (ET)/100 gramos de muestra, en base seca (bs).

3) Compuestos fendlicos totales
El contenido de compuestos fendlicos totales (extracto de la fraccion libre + extracto de
la fraccidn ligada) se determind usando el ensayo colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Singleton y
col., 1999). Este método se basa en la capacidad de los compuestos fendlicos para reducir el
reactivo de Folin-Ciocalteu, que contiene &cido fosfomolibdico y é&cido fosfotlngstico
(obtenidos por la mezcla de wolframato sédico y molibdato sddico en acido fosforico),

provocando un cambio de color (de amarillo a azul) que se puede medir
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espectrofotométricamente; la reaccion se lleva a cabo en medio bésico. La reduccion de los
acidos produce un complejo de molibdeno y tungsteno de color azul. La intensidad de este color
es proporcional a la cantidad de compuestos fenolicos presentes en la muestra. Para el desarrollo
de la técnica, en viales de reaccion de dos mililitros se mezclaron 20 pL de extracto (por
cuadruplicado), con 1.2 mL de agua destilada y 100 pL del reactivo Folin-Ciocalteu y la mezcla
se homogenizo y se dejé reposar un tiempo de 8 min. Posteriormente, transcurrido el tiempo de
8 min, se adicionaron 300 pL de carbonato de sodio (NaCO3) al 7% y se agregaran 380 pL de
agua destilada para completar el volumen de reaccion final de 2 mL, el cual se dejo en reposo
un tiempo de 90 min en la oscuridad. Pasado el tiempo de reaccion (90 min), se midio la
absorbancia a una longitud de onda de 765 nm en un espectrofotémetro (UV-Vis Genesys 10
UV Thermo Electron Corporation, Madison, WI, EUA). La concentracion de compuestos
fenolicos totales se determind comparando la absorbancia de la muestra con una curva estandar,
utilizando el compuesto fendlico acido galico en diferentes concentraciones, en la reaccién
descrita anteriormente, en vez de los extractos de compuestos fendlicos. Los resultados se
expresaron como miligramos equivalentes de acido galico (EAG) por cada 100 g de muestra
seca. El contenido de CFT se calcul6 a partir de la suma de las concentraciones de compuestos

fenolicos obtenidos en los extractos de fitoquimicos de la fracciones libres y ligadas.

4) Flavonoides totales.

Para la determinacion de flavonoides totales (libres + ligados) en los extractos se utilizo
el método colorimétrico descrito por Xu y Chang (2007). EI método para la determinacion de
flavonoides totales es un procedimiento colorimétrico utilizado para cuantificar el contenido
total de flavonoides en muestras vegetales, alimentos o bebidas. Los flavonoides son un grupo
importante de compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes. Este método se basa en la

formacion de un complejo colorido (amarillo 0 naranja, o bien rosa en caso de reaccionar en
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medio adicionado con NaOH) que se puede medir espectrofotométricamente; la reaccion se
lleva a cabo en medio alcalino. En este método, el complejo formado entre los flavonoides y el
cloruro de aluminio produce una coloracion cuya intensidad es proporcional a la cantidad de
flavonoides presentes en la muestra. Para el desarrollo del ensayo, se mezclaron 25 uL de
extracto con 125 pL de agua destilada en una microplaca de reaccion de 96 pocillos de 0.25 mL
de volumen, seguido de la adicion de 7.5uL de NaNO: al 5%, y la reaccion se dejo reposar la
mezcla 6 min, después se le agregaron 15 pL de AICIz-6H20 al 10%, después de 5 min se le
adicion6 50 uL de NaOH 1M. La mezcla fue llevada hasta un volumen de 0.25 mL con agua
destilada. Se determind la absorbancia contra un blanco a una longitud de onda de 510 nm
usando un espectrofotometro (Synergy TM HT Multideteccion, Biotek, Inc., VT). La
concentracion de flavonoides se determind comparando la absorbancia de la muestra con una
curva estandar, utilizando catequina en diferentes concentraciones, en la reaccion descrita
anteriormente, en vez de los extractos de compuestos fendlicos. Los valores se expresaron en
miligramos equivalentes de catequina (ECA) por cada 100 g de muestra seca. La concentracién
de FT se calcul6 a partir de la suma de los contenidos de flavonoides obtenidos en los extractos

de fitoquimicos de la fracciones libres y ligadas.

5) Contenido de antocianinas totales (CAT).

La concentraciéon de antocianinas totales (CAT) se evalu6 acorde a la metodologia
propuesta por Abdel-Aal y Hucl (1999). ElI método para la determinacidn de antocianinas totales
es una técnica espectrofotométrica utilizada para cuantificar el contenido total de antocianinas
en muestras de alimentos, plantas o bebidas. Las antocianinas son pigmentos flavonoides
responsables de los colores rojo, morado y azul en muchas frutas, verduras, granos de cereales

y leguminosas, y tienen propiedades antioxidantes. EI método propuesto por Abdel-Aal y Hucl
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(1999) para la determinacion de antocianinas totales es una modificacion del método
espectrofotométrico convencional. Este enfoque se utiliza especificamente para cuantificar las
antocianinas en granos pigmentados, como el maiz azul a purpura, donde las concentraciones
de antocianinas son mas bajas que en frutas o verduras. La metodologia tiene en cuenta la
extraccion, separacion y cuantificacion de las antocianinas presentes en las muestras. Para el
desarrollo del método, primero se extrajeron las antocianinas. Para ello, las antocianinas se
extrajeron de medio gramo de la muestra molida (harina de tortillas) utilizando diez mililitros
de una solucion acidificada de metanol (concentracion 95%) con acido clorhidrico (HCI) al 1%
(1 N), en una relacion 85:15% (v/v), respectivamente; la extraccion se realiz6 en un tubo de
centrifuga de 30 mL. La acidificacion es crucial para estabilizar las antocianinas durante el
proceso de extraccion. Al tubo con la muestra se le inyectd nitrégeno gaseoso para eliminar el
O2. La mezcla se agitd vigorosamente durante treinta minutos para garantizar la completa
liberacion de las antocianinas de la matriz de la muestra. Posteriormente, la muestra se
centrifugd (Sorvall RCSC, Sorvall Instruments, Dupont, Wilmington, DE, EUA) a 3000xg
durante 10 min a una temperatura de 4 °C para eliminar los sélidos y obtener un extracto de
antocianinas limpio. El sobrenadante fue recolectado y la absorbancia del extracto se midi6 a
longitudes de onda de 535 nm (méximo de absorcion para las antocianinas en soluciones acidas)
y 700 nm (correccion a 700 nm para compensar la turbidez u otras posibles interferencias
Opticas) en un espectrofotometro (UV-vis Genesys 10 UV Thermo Electron Corporation,
Madison, WI, EUA). La concentracion de antocianinas totales se calculd utilizando el
coeficiente de extincion molar (£) de la cianidina-3-glucésido (el tipo de antocianina mas
comun), asi como su masa molar (MM). La concentracion se expres6 como miligramos de
equivalentes de cianidina-3-glucésido (EC3G) por 100 gramos de muestra seca. Se empleo la

siguiente ecuacion para determinar el contenido de antocianinas totales (CAT):
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CAT = [(Aszsnm - Azoonm)/ (E)] X [(\Vol total del extracto, L) x (MM)] x [1/(ruta Optica,
cm)] x [1/(Peso de la muestra seca, g)].

Donde:

A = Absorbancia

£ = 25,965/cm/M

MM = 449.2 g/mol

5. Anélisis de regresion y varianza.

Se aplico regresion maltiple de minimos cuadrados de la MSR para mezclas para ajustar
modelos de regresion adecuados y reproducibles. EI método de regresion multiple de minimos
cuadrados para modelos de mezclas es una técnica estadistica utilizada para modelar y analizar
sistemas en los que la respuesta o variable dependiente (Y) esta influenciada por una
combinacion de variables independientes (X1, X2 y X3) que representan las proporciones de
los componentes de una mezcla (Figura 3). Este método es comun en estudios de optimizacion
de formulaciones y experimentos con mezclas en quimica, biologia, ingenieria de alimentos, y
otros campos. En nuestro estudio las variables independientes fueron: X1= HMAE, X2=
HVMFE y X3= HCJ (donde X1, X2y X3 fueron las fracciones de las harinas HMAE, HVMFE
y HCJ, respectivamente) y las variables dependientes fueron: Y1 = AAox, Y2 = CFT, Y3 =FT,
Y4 = CAT, Y5 = AGT. En la Figura 3, B1, B2, B3, P12, P13, P23, P12s representan los coeficientes
de los efectos lineal y de interaccién doble y triple, respectivamente, y son los parametros
estimados durante la regresion por minimos cuadrados. Para cada respuesta estudiada se ajustd
un polinomio de primero o segundo grado a partir de los datos experimentales de AAox, CFT,
FT, CAT y AGT de las diferentes tortillas obtenidas con cada una de las mezclas compuestas

de harinas (HMAE, HVMFE, HCJ) mostradas en el Cuadro 5.
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Variables de proceso Variables de respuesta

Y, = AAox

X, = HMAE Y, = CFT
X, = HYMFE Y = BiX1 + BaXo + BsX3 + P12 X1Xs + P13 X1 Xz + B3 X X3 + P123X1 X2 X3 Yy =FT
X, = HCJ Y,=AT
Ys = AGT

Figura 3. Representacion grafica de los modelos de regresion de segundo orden para mezclas

compuestas.
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Posteriormente, se evalud la calidad del ajuste de los modelos mediante varias métricas
estadisticas, como el coeficiente de determinacion (R?), coeficiente de determinacion ajustado
(RZ%justado), Coeficiente de determinacion predicho (RZpredicno), €l error estandar de los residuos,
coeficiente de variacion (CV), pruebas de significancia para los coeficientes y el modelo
completo, asi como la significancia de la falta de ajuste del modelo de regresion y analisis de
residuos. Si el modelo ajustado no es satisfactorio, se puede intentar mejorar el modelo
incluyendo términos adicionales, como interacciones de mayor grado o términos cubicos. Los
modelos de regresion generados se emplearon para representar graficamente el comportamiento
de las variables de respuesta en funcion de las proporciones de la mezcla compuesta.

6. Optimizacion

La optimizacion consistio en encontrar los valores 6ptimos de X1, X2 y X3, mediante el
método numeérico de deseabilidad global (D), donde las variables de respuesta AAox, CFT, FT,
AT, AGT alcanzaran los valores mas altos dentro de la region experimental. EI método de
optimizacion de deseabilidad es una técnica estadistica utilizada para encontrar el mejor
conjunto de condiciones experimentales que optimicen simultaneamente multiples respuestas
en un proceso 0 sistema. Se usa principalmente en ingenieria, manufactura, quimica,
biotecnologia, y desarrollo de productos, donde se deben equilibrar varias caracteristicas o
criterios de calidad. Para ello, primero se calculd los valores de deseabilidad individual para
cada respuesta. Para cada respuesta o criterio a optimizar (en nuestro caso encontrar los valores
mas altos posibles de las variables de respuesta AAox, CFT, FT, AT, AGT, las cuales se
definieron como criterios de calidad de las tortillas funcionales), se definié una funcién de
deseabilidad individual d:, que transformo la respuesta en una escala entre 0 y 1 mediante la

ecuacion mostrada en la Figura 4. Una deseabilidad de O significa que la respuesta es
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( if Y(x)sY

Y(x)=Y R .
d(x)={——— ifY <¥Y(x)<Y

I ifY(x)zY

Figura 4. Ecuacion de transformacion utilizada para calcular los valores de deseabilidad
individual para cada respuesta. Donde: di(x) = Valor de la deseabilidad de la i-esima variable
de respuesta, Yi(x) = Variable de respuesta estimada, Yi* = Maximo valor aceptable de la i-

esima variable de respuesta, Yi* = Minimo valor aceptable de la i-esima variable de respuesta.
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completamente inaceptable, mientras que una deseabilidad de 1 indica que la respuesta es
Optima. Para cada respuesta, se definieron los valores deseados, limites inferiores y superiores,
y laimportancia relativa (ponderacion) de cada respuesta en el sistema global. Estas definiciones
son fundamentales para la construccion de las funciones de deseabilidad. En nuestro caso se
tomaron los valores experimentales minimos y maximos de cada variable de respuesta como los
valores deseados, y a cada respuesta se le dio el mismo peso e importancia.

Posteriormente, se calculo la deseabilidad global (D) combinando las deseabilidades
individuales mediante una media geométrica, lo que refleja un equilibrio entre las respuestas.
La funcién de deseabilidad global también varia entre 0 y 1, donde 1 indica que todas las
respuestas alcanzan su valor éptimo. La férmula de la deseabilidad global para 5 respuestas es
la siguiente: [D= (d1 x d2x d3 x d4 x ds) /] (Bacio-Parra, 2007). Esta funcion D representa una
opcion logica, porque si alguna d; es igual a 0, también D es igual a 0, indicando que el producto
obtenido (en nuestro caso la tortilla estudiada) es inaceptable. Para la optimizacion se utilizé un
algoritmo de optimizacion (optimizacion no lineal) para encontrar los valores de las variables
del proceso que maximizaron la deseabilidad global D. Estos valores representan las mejores
condiciones experimentales [porcentaje de cada tipo de harina (HMAE, HVMFE y HCJ) para
la obtencion de la mezcla compuesta con valores mas altos posible de AAox, CFT, FT, AT,
AGT] que logran un equilibrio 6ptimo entre todas las respuestas. Adicionalmente, se obtuvieron
graficos para D para analizar el comportamiento de esta respuesta en funcion de las proporciones
de las tres harinas (HMAE, HVMFE y HCJ). Valores para D entre 0.6 y 0.8 son adecuados para
sistemas alimenticios, siendo el valor ideal optimo D=1. Para este estudio de regresion y
optimizacion se emple6 el Programa Design Expert version 11 (Design Expert, 2018; Stat-Ease,

Inc., 1300 Godward Street Northeast, Suite 6400, Minneapolis, MN 55413, EUA).
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7. Validacion de condiciones 6ptimas.

Una vez identificadas las condiciones dptimas, se validaron experimentalmente para
verificar que se lograron los resultados previstos. Para validar las condiciones Optimas, se
elaboraron 3 lotes de tortillas (3 réplicas) con las condiciones optimizadas; a estas tortillas se les
evalué experimentalmente por triplicado AAox, CFT, FT, AT y AGT vy los resultados se
contrastaron con los valores teoricos predichos con los polinomios de regresion obtenidos.
Adicionalmente, se verifico que estos valores experimentales cayeran dentro de los intervalos
de confianza tedricos para cada respuesta, los cuales se construyeron a partir de la zona de

optimizacion utilizando un nivel de confianza del 95%.

8. Efecto preventivo del dafio intestinal ocasionado por infeccion de H. pylori de
tortillas funcionales (estudio preliminar in vivo)
a. Clasificacion de modelos de estudio.
Se formaron cinco de grupos con ocho ratones hembra BALB/c en cada uno de ellos, en donde
cada grupo recibi6 una dieta diferente (Cuadro 6), siendo el grupo uno el que recibio el alimento
a base de harina de maiz azul extrudido (HMAE), el grupo dos el alimento a base de HMAE
adicionado con harina de vainas de mezquite fermentado-extrudido (HVMFE) en una
proporcion 80:20 (%, p/p), respectivamente, el grupo tres recibid una dieta a base de HMAE
adicionada con HVMFE y harina de calices de jamaica (HCJ) en proporcion optimizada,
mientras que los grupos cuatro y cinco fueron alimentados con una dieta rica en caseina, pero el
grupo cinco no fue inoculado con la bacteria H. Pylori. Las dietas fueron elaboradas siguiendo

los requerimientos de la dieta AIN-93G recomendada para la fase de crecimiento de roedores.
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Cuadro 6. Formulacion de las dietas empleadas para alimentar ratones en fase de crecimiento.

Dieta a base de
Ingrediente Tortillas Tortillas Tortillas Caseina®
(9/100 g, bs) de de de
HMAE! | HMAE+HVMFE! | HMAE+HVMFE+HCJ!2
Harina de 88.5 88.5 88.5 9.1
tortillao
caseina
Aceite de maiz 4.1 4.2 4.2 6.8
Proteina (L- 1.4 0 0 0
Glutamina)
Mezcla de 2.0 1.8 15 3.3
minerales
Mezcla de 1.0 1.0 1.0 1.0
vitaminas
Fibra 2.9 2.8 11 4.9
(Celulosa)
Sacarosa 0 0 0 0
Almidén de 0 1.7 3.6 68.3
maiz
Almidon de 0 0 0 6.6
maiz
dextrinizado
(90-94 %
tetrasacaridos)

'HMAE= Harina de maiz azul extrudido, HYMFE =Harina de vainas de mezquite
fermentado-extrudido, HCJ = Harina de calices de jamaica. °‘HMAE= 82.8%,
HVMFE= 10%, HCJ= 7.2%. 3Caseina fue empleada para elaborar la dieta

control.
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b. Inoculacion de los modelos de estudio.

El enfoque terapéutico implementado consistio en un régimen profilactico que implicé
la administracion por treinta y siete dias consecutivos las diferentes dietas a cada grupo. En el
dia treinta, treinta y dos y treinta cuatro, los ratones de los grupos uno, dos, tres y cuatro fueron
infectados via oral con H. pylori (108 UFC/mL), con ayuda de una canula intragastrica calibre
20. Posterior a la infeccion los ratones se mantuvieron con la dieta correspondiente de cada

grupo hasta el dia treinta y siete, dia en que finalizo el experimento.

c. Sacrificio de los modelos de estudio.
El método de eutanasia utilizado fue la puncion cardiaca, una vez sacrificados los
animales se diseccionaron a fin de recolectar los 6rganos de interés. Asimismo, los cadaveres

fueron manejados por la ruta de RPMI.

9. Estudios histopatoldgicos.

Una vez que los 6rganos de interés fueron recolectados, se procedio a realizar los
estudios histopatoldgicos. Las muestras de eséfago, estbmago, duodeno, yeyuno, ileon, ciego,
colon, higado y pancreas fueron procesadas mediante el método de inclusion en parafina
(Prophet, 1995) utilizando un procesador automatico de tejidos (Microm, modelo TP120)
(Cuadro 7) y seccionadas en cortes de 6 um con un microtomo de rotacion manual (Leica,
modelo RM125RT). Luego, se realizaron tinciones utilizando el método de Hematoxilina y
Eosina (H-E) (Cuadro 8) y las muestras se cubrieron con resina sintética y un cubreobjetos
(Prophet, 1995). Para su observacion y analisis, se empled un microscopio compuesto de campo
claro (Olympus, modelo BX41). Las imagenes representativas fueron capturadas digitalmente
con una camara Evolution VF (Microsystems) y procesadas utilizando el software ImagePro v.

6.0 (Microsystems) en una PC Vaio equipada con un procesador Pentium y 4 GB de RAM.
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Cuadro 7. Procesamiento automatizado de muestras histoldgicas.

Reactivo

Tiempo de procesamiento (h)

Lavado 1
2
3
4
Deshidrataciéon 5
6
y
8
9

Aclaramiento

Infiltracion 11

Agua destilada

Alcohol isopropilico 60 %
Alcohol isopropilico 70 %
Alcohol isopropilico 80 %
Alcohol isopropilico 96 %
Alcohol isopropilico 96 %
Alcohol isopropilico 100 %
Alcohol isopropilico 100 %
Xileno

Xileno

Parafina

Parafina

NFPFNRNRPNRRRRERE

Tomado y modificado de Prophet, 1995
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Cuadro 8. Tincién hematoxilina y Eosina

Tincion H-E Tiempo (min)

Inicio Xileno 2
Xileno 2
Alcohol isopropilico 100 % 2
Alcohol isopropilico 100 % 2
Alcohol isopropilico 95 % 2
Alcohol isopropilico 95 % 2
Alcohol isopropilico 80 % 2
Alcohol isopropilico 70 % 2

Agua destilada 0.1
Hematoxilina de Harris 10
Agua corriente 2-5
Alcohol &cido 0.1
Agua amoniacal viraje a azul
Agua corriente 10

Alcohol isopropilico 70 %
Eosina-Floxina
Alcohol isopropilico 80 %
Alcohol isopropilico 95 %
Alcohol isopropilico 95 %
Alcohol isopropilico 100 %
Alcohol isopropilico 100 %
Xileno
Xileno

Montaje Resina

NNPNDNPNNDNDDNDDNON

Resultados: epitelio rosa intenso a violeta, conectivo rosa claro, muscular rosa intenso y nervioso rosa
claro

Tomado y modificado de Prophet, 1995.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

A. OBTENCION DE LA MEZCLA COMPUESTA OPTIMIZADA A BASE DE
HMAE, HVYMFE Y HCJ ADECUADA PARA PREPARAR TORTILLAS
FUNCIONALES SENSORIALMENTE ACEPTABLES CON VALORES ALTOS
DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE, CONTENIDO DE COMPUESTOS
FENOLICOS, FLAVONOIDES Y ANTOCIANINAS TOTALES.

A continuacion, se mostraran los modelos matematicos de regresion generados para cada
variable de respuesta estudiada. Posteriormente, estos modelos se emplearon para estudiar el
comportamiento de las variables de respuesta en funcién de los factores analizados
(proporciones de las harinas empleadas en la mezcla compuesta). Asimismo, los modelos de
regresion se usaron para generar valores tedricos de las variables de respuesta en area de
experimentacién de manera aleatoria y convertir dichos valores a valores de deseabilidad
individual para cada respuesta. Luego, a partir de los valores de deseabilidad individual se
calculd la deseabilidad global en cada punto aleatorio seleccionado de la region experimental.
Finalmente, se selecciond el valor de deseabilidad global con el valor maximo posible. La
mezcla compuesta obtenida con esta deseabilidad méaxima correspondié a la mezcla compuesta
optimizada a base de HMAE, HVMFE y HCJ adecuada para preparar tortillas funcionales
sensorialmente aceptables con valores altos de actividad antioxidante, contenido de compuestos

fendlicos, flavonoides y antocianinas totales.

1. Modelos de prediccion.
En los Cuadros 5 y 9 se muestran las diferentes combinaciones de proporciones de cada

tipo de harina utilizada (HMAE, HVMFE y HCJ) para el desarrollo de le mezcla compuesta de
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Cuadro 9. Resultados experimentales de las variables de respuesta evaluadas a tortillas

funcionales preparadas con diferentes niveles de inclusion de HMAE, HVMFE y HCJ.

Orden Componentes de la mezcla Variables de respuesta
std | Run H)I\jllﬁl\E H\i(l\gl.FE HX gJ AAO0X CFT FT AT AGT
1 |16 | 0.8294 | 0.1206 | 0.0500 | 5860.5 334.9 37.91 9.22 57.5
2 | 2 | 0.8294 | 0.1206 | 0.0500 | 5715.51 3475 38.75 8.99 56.11
3 | 3 | 0.7442 | 0.2058 | 0.0500 | 4355.76 334.2 39.73 6.60 55.85
4 | 1 | 0.6501 | 0.2999 | 0.0500 | 3595.32 318.9 25.62 4.56 47.96
5 0.7580 | 0.0154 | 0.0883 | 4997.6 365.7 38.25 11.47 51.36
6 | 10 | 0.6982 | 0.2112 | 0.0906 | 4214.06 337.1 30.83 9.41 52.06
7 | 9 | 0.6982 | 0.2112 | 0.0906 | 4454.57 366.5 25.65 9.91 53.45
8 | 8 | 0.6982 | 0.2112 | 0.0906 | 4966.83 358.6 29.04 10.07 47.9
9 | 12 | 0.6460 | 0.2573 | 0.0967 | 3720.65 3475 23.14 9.30 48.33
10 | 11 | 0.7803 | 0.1000 | 0.1196 | 5548.03 377.9 37.38 14.84 57.6
11 | 14 | 0.7803 | 0.1000 | 0.1196 | 6076.19 389.4 37.22 15.72 53.98
12 | 15 | 0.5650 | 0.3000 | 0.1350 | 3696.45 376.6 17.29 9.60 41.11
13| 5 | 0.5650 | 0.3000 | 0.1350 | 3044.85 366.2 20.38 8.45 43.65
14 | 6 | 0.7227 | 0.1273 | 0.1500 | 5869.23 384.9 38.76 15.84 50.56
15| 4 0.6123 | 0.2377 | 0.1500 | 4135.18 379.4 23.11 13.81 44.56
16 | 13 | 0.6698 | 0.1802 | 0.1500 | 4273.87 377.0 22.93 12.09 45.15

IDisefio experimental L-Optimo con tres factores; 16 experimentos (mezclas). HMAE = harina de maiz azul
extruido, HYMFE = harina de vainas de mezquite fermentadas-extruidas, HCJ = harina de calices de jamaica,
AAox = actividad antioxidante (umol eq. Trolox /100 g), CFT = compuestos fenélicos totales (mg &cido gélico
/100 g), FT = flavonoides totales (mg catequina eg. /100 g), AT = antocianinas totales (mg eqg. cianidina-3-glucésido
/100 g), AGT = aceptabilidad global de tortillas. *Los valores en negrita de las variables de proceso y respuesta
corresponden a los valores minimos y maximos utilizados y obtenidos, respectivamente.
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HMAE, HVMFE y HCJ. A partir de estas mezclas compuestas se elaboraron tortillas
funcionales a las cuales se les evaluaron las variables de respuesta seleccionadas en el disefio
experimental (Cuadros 5y 9), ademas que en el Cuadro 9 podemos observar los resultados
experimentales de dichas variables de respuesta [actividad antioxidante (AA0X), compuestos
fenolicos totales (CFT), flavonoides totales (FT), antocianinas totales (AT) y aceptabilidad
global de la tortilla (AGT)] de las diferentes muestras de tortillas obtenidas con los 16
tratamientos indicados en el disefio de experimentos. A partir de los datos experimentales se
realizd regresion lineal multiple de minimos cuadrados para obtener modelos de prediccién para
cada variable de respuesta estudiada y los cuales se muestran a continuacion.
a. Actividad antioxidante (AA0X).

En el Cuadro 9 se puede observar que los valores de AAox tuvieron valores en un rango
de 3005 a 6076 umol equivalentes de Trolox/100g, bs.

El analisis de varianza mostré un modelo lineal significativo (p< 0.05) de la proporcion
de HMAE, HVMFE y HCJ. El modelo de prediccion para la AAox usando variables codificadas
fue:

AAo0x= 5948*HMAE + 2168*HVMFE + 5461*HCJ

Este modelo de prediccion explico el 90% de la variabilidad total (p< 0.0001) de los
valores de AAox de las tortillas elaboradas a partir de las mezclas compuestas. El coeficiente de
determinacion R? ajustada del modelo fue de 0.8857 y la falta de ajuste fue no significativa
(probabilidad igual a 0.7570). Ademas, la dispersion relativa de los puntos experimentales con
respecto a los valores predichos con el modelo (CV= 6.88 %) fue menor al 10 % (Cuadro 10).
Estos valores indican que el modelo de prediccién para la AAox de la mezcla compuesta fue

adecuado y reproducible.
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Cuadro 10. Coeficientes de regresion y andlisis de varianza para los modelos de prediccion de

las variables de respuesta estudiadas en funcion de las variables de proceso.

Variables de respuesta’

Parametros
AAO0X CFT FT AT AGT
Coeficientes de
regresion lineal
Lineales
B1 5948*** 345*** 37*** 10*** 59***
B2 2168*** 314*** 6*** 1.0*** 44F**
B3 5461*** 494*** 4BF** 31%** 37***
Interacciones
p12 54x*
B13
23
B123 —309**
Valor p modelo < 0.0001 < 0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
R? 0.9009 0.8528 0.9083 0.9634 0.8612
Rﬁjust_ 0.8857 0.8301 0.8750 0.9577 0.8399
R ed 0.8482 0.7910 0.8067 0.9405 0.8015
Valor p falta de ajuste 0.7570 0.9333 0.1341 0.2012 0.7254
CV (%) 6.88 2.41 9.12 6.27 4.10

! AAox = actividad antioxidante, CFT = compuestos fendlicos totales, FT = flavonoides totales, AT = antocianinas
totales, AGT = aceptabilidad global de tortillas. NS = No significativo (p > 0.10), * Significativo a p < 0.10, **
Significativo a p < 0.05, *** Significativo a p <0.01.
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A Malz azul extrudido
0.85

04 0.55 035
B: Harina Mezquite Fermentada ExtrudidC: Harina Jamaica
AAox (micromol Eq Trolox/1009)

Figura 5. Gréfica triangular de contornos mostrando los valores de prediccion de la variable
de respuesta actividad antioxidante (AAox) en funcién de las proporciones de los
componentes (X1, X2, X3) de la mezcla compuesta. X1 (A)= harina de maiz azul extrudido,

X2 (B)= harina de vainas de mezquite fermentado-extrudido y X3 (C)= harina de céalices de

jamaica.
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A partir de este modelo de prediccion se construy6 una gréfica tridimensional, con forma de
triangulo (Figura 5), en los veértices del triangulo se encuentran los componentes de la mezcla
X1, X2y X3 (X1= EBCF, X2= FEMPF y X3= HCF). En donde el componente X1 aumenta
de abajo hacia arriba de 0.55 a 0.85, mientras que el componente X2 aumenta del lado
derecho del triangulo hacia su vértice correspondiente de 0.1 a 0.4, en tanto que, el
componente X3 aumenta del lado izquierdo del triangulo hacia su vértice correspondiente de
0.05a0.35.

En la Figura 5 se puede observar que los valores de AAox son mas altos (valores
deseables) cuando el contenido de harina de maiz extrudido (HMAE) y harina de calices de
jamaica (HCJ) son altos, mientras que el contenido de harina de vainas de mezquite
fermentado-extrudido (HVMFE) es bajo. Esto puede deberse al mayor contenido de
compuestos fendlicos de los ingredientes HMAE y HCJ que la HVMFE. En la literatura se
han reportado una alta correlacion entre la actividad antioxidante y el contenido de
compuestos fendlicos. De acuerdo con la Figura 5 se puede observar que los valores tedricos
(predichos con el modelo de prediccion) mas altos de AoxA estuvieron en el rango de 5526

a 5893 umol equivalentes de Trolox/100g, bs.

b. Compuestos fendlicos totales (CFT).
En el Cuadro 9 se puede observar que los valores de CFT tuvieron valores en un
rango de 318.9 a 389.4 mg equivalentes de acido galico/100g, bs.
El analisis de varianza mostré un modelo lineal significativo (p< 0.05) de la
proporcion de HMAE, HVMFE y HCJ. El modelo de prediccion para la AAox usando
variables codificadas fue:

CFT= 345*HMAE + 314*HVMFE + 494*HCJ
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Este modelo de prediccion explico el 85.28% de la variabilidad total (p< 0.0001) de
los valores de CFT de la mezcla compuesta optimizada. El coeficiente de determinacion R?
ajustada del modelo fue de 0.8301 y la falta de ajuste fue no significativa (probabilidad igual
a 0.9333). Ademas, la dispersion relativa de los puntos experimentales con respecto a los
valores predichos con el modelo (CV=2.41 %) fue menor al 10 % (Cuadro 10). Estos valores
indican que el modelo de prediccion para CFT de la mezcla compuesta optimizada fue
adecuado y reproducible.

A partir de este modelo de prediccion se construyd una gréfica tridimensional con
forma de triangulo (Figura 6), en los vértices del triangulo se encuentran los componentes de
la mezcla HMAE, HVMFE y HCJ, correspondientes a X1, X2 y X3. Cabe mencionar que
esta grafica tiene un comportamiento igual al mencionado para la grafica mencionada
anteriormente para la AoxA.

En la Figura 6 se puede observar que los valores de CFT son mas altos (valores
deseables) cuando el contenido de harina de maiz extrudido (HMAE) y harina de calices de
jamaica (HCJ) son altos, mientras que el contenido de harina de vainas de mezquite
fermentado-extrudido (HVMFE) es bajo. Como se menciond anteriormente, esto puede
deberse al mayor contenido de compuestos fendlicos de los ingredientes HMAE y HCJ que
la HYMFE. Estos valores de CFT mas altos se encuentran en la misma zona donde se
encuentran los valores mas altos de AAox, confirmando la alta correlacion entre CFT y
AAo0x, como ha sido reportado previamente en la literatura. De acuerdo con la Figura 6 se
puede observar que los valores teéricos mas altos de CFT estuvieron en el rango de 380 a

394 mg equivalentes de acido galico/100g, bs.
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A: Maiz azul extrudido

|Prediction 355.877

04 . 055 . 035

B: Harina Mezquite Fermentada ExtrudidC: Harina Jamaica
Fenolicos totales (mg EAG/100q)
Figura 6. Gréfica triangular de contornos mostrando los valores de prediccion de la variable
de respuesta compuestos fendlicos totales (CFT) en funcién de las proporciones de los
componentes (X1, X2, X3) de la mezcla compuesta. X1 (A)= harina de maiz azul extrudido,
X2 (B)= harina de vainas de mezquite fermentado-extrudido y X3 (C)= harina de céalices de

jamaica.
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c. Flavonoides totales (FT).

En el Cuadro 9 se puede observar que los valores de FT tuvieron valores en un rango
de 17.29 2 39.73 mg equivalentes de catequina/100g, bs.

El analisis de varianza mostré un modelo cubico compuesto significativo (p< 0.0001)
de la proporcion de HMAE (A), HYMFE (B) y HCJ (C). Ademas de las interacciones doble
“AB”y triple “~ABC” de estos factores. EI modelo de prediccion para FT usando variables
codificadas fue:

FT= +37*HMAE + 6*HVMFE + 48*HCJ + 54*HMAE*HVMFE -
309*HMAE*HVMFEC*HCJ

Este modelo de prediccion explico el 90.83% de la variabilidad total (p< 0.0001) de
los valores de FT de la mezcla compuesta optimizada. El coeficiente de determinacion R?
ajustada del modelo fue de 0.8750 y la falta de ajuste fue no significativa (probabilidad igual
a 0.1341). Ademas, la dispersion relativa de los puntos experimentales con respecto a los
valores predichos con el modelo (CV=9.12 %) fue menor al 10 % (Cuadro 10). Estos valores
indican que el modelo de prediccién para FT de la mezcla compuesta fue adecuado y
reproducible.

A partir de este modelo de prediccion se construyd una grafica tridimensional, con
forma de triangulo (Figura 7), en los vértices del triangulo, se encuentran los componentes
de la mezcla x1, x2 y x3. Cabe mencionar que esta grafica continua con el comportamiento
de las graficas anteriores.

En la Figure 7 se puede observar que los valores de FT son mas altos (valores
deseables) cuando el contenido de harina de maiz extrudido (HMAE) y harina de calices de
jamaica (HCJ) son altos, mientras que el contenido de harina de vainas de mezquite

fermentado-extrudido (HVMFE) es de un nivel bajo a un nivel intermedio. Esto indica que
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A Maiz azul extrudido
0.85

04 0.55 035
B: Harina Mezquite Fermentada ExtrudidC: Harina Jamaica

Flavonoides totales (mg EQ/100g)

Figura 7. Gréfica triangular de contornos mostrando los valores de prediccion de la variable
de respuesta flavonoides totales (FT) en funcién de las proporciones de los componentes (X1,
X2, X3) de la mezcla compuesta. X1 (A)= harina de maiz azul extrudido, X2 (B)= harina de

vainas de mezquite fermentado-extrudido y X3 (C)= harina de calices de jamaica.
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la harina de vainas de mezquite fermentado-extrudido son una fuente importante de
compuestos flavonoides. Asimismo, los resultados indican que las harinas HMAE y HCJ
presentan contenidos altos de compuestos flavonoides. Esto puede deberse a que los
compuestos flavonoides son parte de los compuestos fenolicos totales. Es por ello que, estos
valores de FT mas altos se encuentran en una zona cercana donde se encuentran los valores
mas altos de CFT y AAox. De acuerdo con la Figura 7 se puede observar que los valores
teoricos mas altos de FT estuvieron en el rango de 35 a 37 mg equivalentes de

catequina/100g, bs.

d. Antocianinas totales (AT).
En el Cuadro 9 se puede observar que los valores de AT tuvieron valores en un rango de 4.56
a 15.84 mg equivalentes de cianidina 3-gluc6sido/100g, bs.

El andlisis de varianza mostré un modelo lineal significativo (p< 0.0001) de la
proporcion de HMAE, HVMFE y HCJ. El modelo de prediccion para la AT usando variables
codificadas fue:

AT=10*"HMAE + 1*HVMFE + 31*HCJ

Este modelo de prediccion explico el 96.34% de la variabilidad total (p< 0.0001) de
los valores de AT de la mezcla compuesta optimizada. El coeficiente de determinacion R?
ajustada del modelo fue de 0.9577 y la falta de ajuste fue no significativa (probabilidad igual
a 0.2012). Ademas, la dispersion relativa de los puntos experimentales con respecto a los
valores predichos con el modelo (CV=6.27 %) fue menor al 10 % (Cuadro 10). Estos valores
indican que el modelo de prediccion para AT de la mezcla compuesta fue adecuado y

reproducible.
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A partir de este modelo de prediccion se construy6 una gréfica tridimensional, con forma de
triangulo (Figura 8), en los veértices del triangulo, se encuentran los componentes de la mezcla
x1, X2 y x3. En la Figura 8 se puede observar que los valores de AT son mas altos (valores
deseables) cuando el contenido de harina de maiz extrudido (HMAE) y harina de calices de
jamaica (HCJ) son altos, mientras que el contenido de harina de vainas de mezquite
fermentado-extrudido (HVMFE) es bajo. Como se menciond anteriormente, esto puede
deberse al mayor contenido de antocianinas totales en los ingredientes HME y HCJ que la
HVMFE. Estos valores de AT mas altos se encuentran en la misma zona donde se encuentran
los valores mas altos de AAox y CFT, indicando una posible correlacion entre CFT y AT, lo
cual no ha sido reportado previamente en la literatura. De acuerdo con la Figura 8 se puede
observar que los valores tedricos mas altos de AT estuvieron en el rango de 14 a 17 mg
equivalentes de cianidina 3-gluc6sido/100g, bs.
e. Aceptabilidad global de la tortilla (AGT).

En el Cuadro 9 observamos que la AGT presentd valores con un minimo y maximo
de 43.65 y 57.6, respectivamente, estos valores se encontraron en la escala LAM entre me
disgusta moderadamente (34.06) y me gusta moderadamente (68.12).

El anélisis de varianza mostré un modelo lineal significativo de la proporcion de
HMAE, HVMFE y HCJ. El modelo de prediccion para la AGT usando variables codificadas
fue:

AT=59*HMAE + 44*HVMFE + 37*HCJ

Este modelo de prediccion explico el 86.12% de la variabilidad total (p< 0.0001) de
los valores de AGT de la mezcla compuesta optimizada. El coeficiente de determinacion R?

ajustada del modelo fue de 0.8399 y la falta de ajuste fue no significativa
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A: Maiz azul extrudido
0.85

04 0.55 035
B: Harina Mezquite Fermentada ExtrudidC: Harina Jamaica

Antocianinas totales (mg EC3G)
Figura 8. Gréfica triangular de contornos mostrando los valores de prediccion de la variable
de respuesta antocianinas totales (AT) en funcion de las proporciones de los componentes
(X1, X2, X3) de la mezcla compuesta. X1 (A)= harina de maiz azul extrudido, X2 (B)=

harina de vainas de mezquite fermentado-extrudido y X3 (C)= harina de calices de jamaica.
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(probabilidad igual a 0.7254). Ademas, la dispersion relativa de los puntos experimentales
con respecto a los valores predichos con el modelo (CV=4.10 %) fue menor al 10 % (Cuadro
10). Estos valores indican que el modelo de prediccion para AGT de la mezcla compuesta
fue adecuado y reproducible.

A partir de este modelo de prediccion se construyd una grafica tridimensional, con
forma de triangulo (Figura 9), en los vértices del triangulo, se encuentran los componentes
de la mezcla x1, X2 y x3.

En la Figura 9 se puede observar que los valores de AGT son mas altos (valores
deseables) cuando el contenido de harina de maiz extrudido (HMAE) y harina de calices de
jamaica (HCJ) son altos, mientras que el contenido de harina de vainas de mezquite
fermentado-extrudido (HVMFE) es de un nivel bajo a un nivel intermedio. Esto indica que
una inclusion alta de harina de vainas de mezquite fermentado-extrudido causan una
disminucion importante de la aceptabilidad global de las tortillas (AGT). Esto puede deberse
a que las vainas de mezquite fermentado pude contener algunos compuestos que imparten
aceptacion sensorial indeseable en las tortillas funcionales. Los valores de AGT mas altos se
encuentran en una zona cercana donde se encuentran los valores mas altos de CFT, AAox y
AT. De acuerdo con la Figura 9 se puede observar gque los valores tedricos mas altos de AGT
estuvieron en el rango de 54 a 59, en una escala de 0 a 100.

2. Optimizacion de las variables de proceso.

Una vez obtenidos los modelos de prediccion para cada una de las variables de
respuesta estudiadas (AAox, CFT, FT, AT y AGP), se utilizé el método numérico de
deseabilidad para encontrar los valores éptimos para los niveles de inclusién adecuado de las

harinas (HMAE, HVMFE y HCJ) para la elaboracion de tortillas funcionales sensorialmente
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A: Maiz azul extrudido
0.85

04 0.55 0.35
B: Harina Mezquite Fermentada ExtrudidC: Harina Jamaica
Aceptabilidad Global

Figura 9. Gréfica triangular de contornos mostrando los valores de prediccion de la variable
de respuesta aceptabilidad global de la tortilla (AGT) en funcion de las proporciones de los
componentes (X1, X2, X3) de la mezcla compuesta. X1 (A)= harina de maiz azul extrudido,

X2 (B)= harina de vainas de mezquite fermentado-extrudido y X3 (C)= harina de célices de

jamaica.
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aceptables con valores altos de actividad antioxidante, contenido de compuestos fendlicos,
flavonoides y antocianinas totales.

En la Figura 10 se puede observar el grafico tridimensional mostrando el efecto de
las variables estudiadas sobre la variable de optimizacion deseabilidad global (D). la mezcla
compuesta. X1 (A)= harina de maiz azul extrudido, X2 (B)= harina de vainas de mezquite

fermentado-extrudido y X3 (C)= harina de calices de jamaica.

La deseabilidad global se obtiene a partir de la media geométrica [D= (d1 x d2 X d3 X
ds x ds)*®] de las deseabilidades individuales de las 5 variables de respuesta utilizadas para
llevar a cabo la optimizacion del proceso. La deseabilidad global es una opcion logica, ya
que si alguna di(x)= 0 la deseabilidad global seria D= 0, indicando que la tortilla es
inaceptable. El procedimiento I6gico para llevar a cabo la optimizacion del proceso consistio
en estimar valores de las variables de respuesta en multiples puntos de la region experimental
mediante el uso de sus respectivos modelos de regresion obtenidos a partir del analisis de
regresion y varianza realizados previamente. Posteriormente, los valores estimados de las
variables de respuesta fueron transformados a valores de deseabilidad individual (di(x); esta
variable toma valores entre 0 y 1 mediante las ecuaciones de transformacion mencionadas en
la seccion de materiales y métodos. A partir de la ecuacion mostrada, se calcularon valores
de deseabilidad global (D) en cada uno de los puntos de experimentacion seleccionados. Una
vez calculados los valores de deseabilidad global, se obtuvieron graficos de deseabilidad
global, los cuales se muestran en la Figura 10y en los cuales se observa el comportamiento
de dicha variable (D) en funcion de las variables de proceso X1: HMAE, X2: HVMFE y X3:

HC]J.
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A: Malz azul extrudido

04 0.55 0.35
B: Harina Mezquite Fermentada ExtrudidC: Harina Jamaica

Figura 10. Gréfica triangular de contornos mostrando los valores de prediccién de la
deseabilidad global (D) en funcion de las proporciones de los componentes (X1, X2, X3) de
de la mezcla compuesta. X1 (A)= harina de maiz azul extrudido, X2 (B)= harina de vainas

de mezquite fermentado-extrudido y X3 (C)= harina de célices de jamaica.
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El valor de Deseabilidad Global 6ptimo seleccionado fue D = 0.8019 y el cual se encuentra
ubicado en las mejores proporciones para las harinas empleadas (HMAE, HVMFE, HCJ).
Los valores 0ptimos seleccionados para la inclusion del porcentaje de las harinas fueron de

X1: HMAE=0.828 (82.8%), X2: HVMFE=0.10 (10%) y X3: HCJ=0.072 (7.2%).

De igual manera, se obtuvo una grafica (Figura 11). en donde se observan los valores de
deseabilidad individual asociados con la deseabilidad global (D) optima seleccionada.
Dichos valores fueron d4.40x=0.94, dcrr=0.52, drr=0.90, d47=0.63 y d4ct= 1. Esto indica que
la mayoria de las deseabilidades obtenidas estuvieron arriba de 0.63 que es considerable
aceptable y bueno (Lopez-Rios y col., 2018). Ahora en lo referido a la deseabilidad global
optima se aprecia un valor de 0.8, recordando que, para que la deseabilidad global sea
favorable en sistemas alimenticios debe tener valores 0.6<D<0.8; es por ello por lo que,
valores de D>0.8 indica que la combinacion de variables de proceso logra resultados muy
satisfactorios para todas las respuestas. Aunque la mayoria de las respuestas indico que la
combinacion de las deseabilidades individuales fue efectiva (di>0.6), se podria sugerir

encontrar otra para la dcrr=0.52.

B. VALIDACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS,

Para validar las condiciones dptimas, se elaboraron 3 réplicas de la mezcla compuesta
por la HMAE, HVMFE y HCJ con los mejores porcentajes de inclusion para cada una de
ellas [HMAE= 82.8%, HVMFE= 10% y HCJ= 7.2%] para asi obtener las tortillas
funcionales; a estas tortillas se les evalud experimentalmente por triplicado AAox, CFT, FT,
AT y AGT. En el Cuadro 11 podemos observar los resultados de las variables de respuesta

evaluadas experimentalmente a las 3 réplicas de tortillas; cabe mencionar que los promedios
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Desirability

A:Maiz azul extrudido 1
2zquite Fermentada Extrudido 1
C:Harina lamaica 1
Afox 653
Fendlicos totales 0.523975
Flavonoides totales 81
Antocianinas totales 0.63630
Aceptabilidad Global 1
Combined 0.801987
0.000 0.250 0.500 0.750 1.000

Figura 11. Grafica de deseabilidades individuales para las variables de respuesta y

deseabilidad global de la mezcla compuesta optimizada.
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Cuadro 11. Contraste de los resultados experimentales con los valores tedricos predichos

para cada una de las variables de respuesta evaluadas a las tres réplicas de tortillas funcionales

preparadas con la mezcla compuesta optimizada®.

Variables Valor Intervalo de Resultados Promedio | Desviacion | Coeficiente
de tedrico confianza . estandar de variacion
respuesta? | predicho | tedrico del | EXPerimentales (CV, %)
95%
5060
AAOX 4606.8 4171 a 5042 5047 5036 31.0 0.61
5001
356.3
CFT 359.2 347.4a371.1 355.5 355.93 0.40 0.11
356.0
31.8
FT 28.7 2443331 32.9 32.6 0.70 2.15
33.1
11.5
AT 10.6 9.6a115 11.6 11.47 0.15 1.33
11.3
53.2
AGT 50.3 475a53.1 51.2 52.23 1.00 1.92
52.3

'Harina de maiz azul extrudido (X1: HMAE)= 82.8%, Harina de vainas de mezquite fermentado-extrudido (X2:
HVMFE)= 10%, Harina de calices de jamaica (X3: HCJ)= 7.2%. 2AAox = Actividad antioxidante (umol eq.
Trolox /100 g), CFT = Compuestos fendlicos totales (mg eq. Acido Galico /100 g), FT = Flavonoides totales
(mg eq. Catequina /100 g), AT = Antocianinas totales (mg eg. Cianidina-3-glucosido /100 g), AGT =
Aceptabilidad global de las tortillas.
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de los resultados experimentales (Cuadro 11) se contrastaron con los valores tedricos que
arrojaron los modelos matematicos de prediccion para cada una de las variables de respuesta
[AAox= 5912 umol equivalentes de Trolox/100g (bs), CFT= 356 mg equivalentes de acido
galico/100g (bs), FT= 37.7 mg equivalentes de catequina/100g (bs), AT= 11.7 mg
equivalentes de cianidina 3-glucésido/100g (bs) y AGT= 57.6]. Se puede observar que los
valores experimentales de las variables de respuesta fueron similares a los valores predichos
mediante los modelos matematicos de regresion, mencionados anteriormente, indicando que
las condiciones dptimas (mezcla 6ptima de las harinas HMAE, HVMFE y HCJ) fueron
adecuadas y reproducibles.

Adicionalmente, para validar las condiciones optimas se construy6 un intervalo de
confianza tedrico para cada respuesta a partir de la zona de optimizacion utilizando un nivel
de confianza del 95% (Cuadro 11). En el Cuadro 11 se puede ver que los valores promedio
de los resultados experimentales obtenidos para todas las variables de respuesta estudiadas

cayeron en el rango teérico mencionado anteriormente.

C. RESULTADOS DEL ESTUDIO PRELIMINAR IN VIVO: EFECTO
PREVENTIVO DEL CONSUMO DE TORTILLAS FUNCIONALES
ELABORADAS A PARTIR DE LA MEZCLA COMPUESTA OPTIMIZADA
SOBRE EL DANO INTESTINAL OCASIONADO POR INFECCION DE H.
pylori EN RATONES HEMBRA BALB/c.

En el Cuadro 12, se observan los cinco grupos experimentales (ratones hembra
BALB/c) estudiados en la presente investigacion, de los cuales, cuatro de ellos fueron
inoculados con la bacteria H. pylori. Desde el punto de vista morfopatoldgico no se observan

cambios patoldgicos de interés en los 6rganos estudiados (intestino delgado y grueso,
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Cuadro 12. Resultados del estudio histopatolégico.

Grupos

Numero
de ratones
(hembras)

Esdfago

Estémago

Higado

Duodeno
/Yeyuno
/ileon

Colén

Pancreas

(1)
Ratones
inoculados con H.
pyloriy
alimentados con
HMAE.

Sin cambios
patoldgicos
aparentes
(SCPA)

SCPA

SCPA

SCPA

SCPA

SCPA

(2)
Ratones
inoculados con H.
pyloriy
alimentados con
dieta HMAE +
HVMEFE.

SCPA

SCPA

SCPA

SCPA

SCPA

SCPA

(3)
Ratones
inoculados con H.
pyloriy
alimentados con
HMAE + HVMFE +
HCJ (6ptima)>.

SCPA

SCPA

SCPA

SCPA

SCPA

SCPA

(4)
Ratones
inoculados con H.
pyloriy
alimentados con
caseina.

SCPA

SCPA

SCPA

SCPA

SCPA

SCPA

(5)

Ratones sin

pyloriy
alimentados con

caseina.

inoculacion con H.

SCPA

SCPA

SCPA

SCPA

SCPA

SCPA

'HMAE= Harina de maiz azul extrudido, HVMFE =Harina de vainas de mezquite fermentado-extrudido, HCJ

= Harina de calices de jamaica. 2HMAE= 82.8%, HVMFE= 10%, HCJ= 7.2%.
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esofago, estomago, higado) a los animales de laboratorio ocasionados por la bacteria H.
pylori en ninguno de los grupos inoculados con dicho microorganismo. Cabe mencionar que,
para el desarrollo de este experimento in vivo, en esta investigacion se tomo como referencia
un trabajo previo realizado en el Bioterio de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo
(UAEH), ubicado en San Agustin Tlaxiaca en el estado de Hidalgo. En esa investigacion de
referencia se trabajé también con la prevencion de infeccion ocasionada por H. Pylori en
ratones. Ellos utilizaron péptidos bioactivos para inhibir el crecimiento/reproduccion de la
bacteria en el tracto intestinal. En dicha investigacion la estudiante de doctorado empled
como variable de respuesta la reduccién del nimero de colonias de la bacteria, en vez de
analizar el dafio en los 6rganos del animal, la cual es la respuesta que nosotros empleamos
en nuestra investigacion. La causa posible de que en nuestra investigacion no se haya
observado dafio a parante observable debido a la infeccion por la bacteria puede deberse a
que el tiempo utilizado para la realizacion del experimento (tiempo de duracién de los ratones
con la bacteria suministrada e instalada en el animal) haya sido insuficiente. Es por ello por
lo que, a este experimento lo denominamos “estudio preliminar in vivo de prevencion del
dafio intestinal ocasionado por infeccion de H. pylori”. En un futuro sera necesario, antes de
reproducir este experimento in vivo, generar primero el modelo de estudio, esto es, realizar
el experimento a diferentes tiempos con la bacteria inoculada en el animal de laboratorio
hasta detectar en cual de estos tiempos existan cambios patologicos de interés observables en
los 6rganos de estudio (intestino delgado y grueso, eséfago, estbmago, higado) de los ratones,
ocasionados por la bacteria H. pylori. A continuacion, se describen los cambios
morfopatologicos observados en cada uno de los drganos extraidos a los ratones

experimentales.
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1. Intestino delgado y grueso.

En el caso de las secciones de intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon), secciones
de intestino grueso (ciego y colon) y pancreas no hay cambios patolégicos de interes, si bien
en las secciones de intestino delgado algunas muestras presentan dafio por autolisis,
posiblemente por retraso en la toma de muestras; caso similar sucede con algunas muestras

de pancreas.

2. Esofago.

Con relacion a eséfago, la hiperqueratosis observada en todos los animales de todos
los grupos, de moderada a alta, posiblemente sea consecuencia del manejo con la sonda
gastrica y es un cambio esperado.

3. Estémago.

Respecto a las muestras de estdbmago, estas no presentan cambios patolégicos
significativos en ninguno de los grupos, excepto por algunos pocos cambios autoliticos por
el manejo tardio de las muestras. Es interesante notar que tampoco hay presencia de células
inflamatorias en lamina propia y submucosa, en mayor o menor medida, como es comUn
observar en estudios con dafio gastrico inducido. Esto podria ser consecuencia de un tiempo
limitado de experimentacion (Figura 12).

4. Higado.

Finalmente, el cambio graso que presentan los hepatocitos en los higados de todos los
animales puede tener un origen variable y no necesariamente patoldgico. Si bien esta
degeneracion puede ser consecuencia de toxicidad inicial (y reversible) por el efecto de algin
farmaco o substancia con actividad de este tipo, puede también ser originado por una

sobrealimentacion. La hiperemia pasiva que se observa en algunos animales puede ser
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Figura 12. Imagenes histopatoldgicas obtenidas del estbmago. Grupos experimentales: A)
Ratones inoculados con H. pylori y alimentados con HMAE, B) Ratones inoculados con H.
pylori y alimentados con HMAE + HVMFE, C) Ratones inoculados con H. pylori y
alimentados con HMAE + HVMFE + HCJ (6ptima), D) Ratones inoculados con H. pylori y
alimentados con Caseina y E) Ratones no-inoculados con H. pylori y alimentados con
Caseina. HMAE = harina de maiz azul extruido, HYMFE = harina de vainas de mezquite

fermentadas-extruidas, HCJ = harina de célices de jamaica.
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consecuencia del método de sacrificio. Es importante hacer mencion que no hay presencia
de tejido fibroso o células inflamatorias que indicarian un dafio mas severo y prolongado

(Figura 13).
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Figura 13. Iméagenes histopatoldgicas obtenidas del higado. Grupos experimentales: A)
Ratones inoculados con H. pylori y alimentados con HMAE, B) Ratones inoculados con H.
pylori y alimentados con HMAE + HVMFE, C) Ratones inoculados con H. pylori y
alimentados con HMAE + HVMFE + HCJ (6ptima), D) Ratones inoculados con H. pylori 'y
alimentados con Caseina y E) Ratones no-inoculados con H. pylori y alimentados con
Caseina. HMAE = harina de maiz azul extruido, HYMFE = harina de vainas de mezquite

fermentadas-extruidas, HCJ = harina de célices de jamaica.
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IX. CONCLUSIONES

1. Se obtuvieron modelos de prediccion adecuados y reproducibles (p modelo <0.05, R?
ajustada > 0.8, p falta de ajuste > 0.05 y CV <10%) para cada una de las variables de
respuesta estudiadas (AAox, CFT, FT, AT, AGT).

2. Se encontraron los niveles de inclusién 6ptimos de cada componente de la mezcla
compuesta ( HMAE= 82.8%, HVMFE= 10% y HJ= 7.2%) empleada para preparar
tortillas funcionales sensorialmente aceptables (AGT = 52.23) con valores altos de
actividad antioxidante (5,036 pumol equivalentes de Trolox/100g, bs), contenido de
compuestos fenolicos (355.9 mg equivalentes de acido galico/100g, bs), flavonoides
(32.6 mg equivalentes de catequina/100g, bs) y antocianinas totales (11.47 mg
equivalentes de cianidina 3-gluc6sido/100g, bs), con una deseabilidad global de 0.8.

3. Elestudio de validacion indico que, las condiciones 6ptimas obtenidas en el presente
estudio fueron adecuadas y reproducibles, ya que los valores experimentales de las
variables de respuesta estudiadas fueron similares a los valores tedricos predichos por
los modelos matematicos de regresion, asi como también, estos valores cayeron en el
intervalo de confianza teérico creado a partir de la zona de optimizacion con un nivel
de confianza del 95% para cada variable de respuesta.

4. En el estudio histopatologico no se observaron cambios patolégicos de interés en los
organos estudiados (intestino delgado y grueso, eséfago, estbmago, higado) a los
animales de laboratorio (ratones hembra BALB/c) ocasionados por la bacteria H.
pylori en ninguno de los grupos inoculados con dicho microorganismo. Esto puede
deberse a que el tiempo utilizado para la realizacion del experimento con los ratones

infectados con la bacteria haya sido insuficiente. Se recomienda en un futuro, antes

87



de reproducir este experimento in vivo, generar primero el modelo de estudio con
dafo gastrico observable.

Las tortillas funcionales desarrolladas en esta investigacion, debido a sus
caracteristicas sensoriales, nutricionales, fitoquimicas y antioxidantes, son una
alternativa viable a las tortillas elaboradas de solo maiz, las cuales son pobres en
nutrimentos y proteinas, y que actualmente consumen los mexicanos. Asimismo,
estas tortillas funcionales representan una estrategia novedosa para reducir las
enfermedades cronicas degenerativas en México. Sin embargo, en un futuro es
necesario realizar una caracterizacién méas profunda de las tortillas funcionales para
validar su potencial real para impactar de manera positiva en la salud de los

consumidores.
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ABREVIATURAS
AAo0x- actividad antioxidante
ABTS - Acido 2,2'-Azino-Bis—(3—Etillbenzotiazolin—6—sulfonico
bs - base seca
CAT - contenido de antocianinas totales
CE - capacidad emulsificante
CFE - capacidad de formacion de espuma
CFT- Compuestos fendlicos totales
CG — Cancer gastrico
CV - coeficiente de variacion
DRX - difractometria de rayos X
DSC - calorimetria diferencial de barrido
EC3G - Cianidin-3-O-glucosido
ENSANUT — Encuesta nacional de salud y nutricién
ENT — Enfermedades no transmisibles
FMD — Federacion mexicana de diabetes
FT- Flavonoides totales
FT-IR - infrarrojo con anélisis por transformada de Fournier
g - gramos
h —horas
HMA — Harina de maiz azul
HMAE — Harina de maiz azul extrudido

HVMF — Harina de vaina de mezquite fermentado
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HVMFE — Harina de vaina de mezquite fermentado-extrudido
HCJ — Harina de calices de jamaica

IAA- indice de absorcion de agua

IAAC - indice de absorcion de aceite

IBP — inhibidor de la bomba de protones

ICD-0-3 - Clasificacion internacional de las enfermedades oncoldgicas en su tercera
edicion

IMC- indice de masa corporal

min - minutos

mm — milimetros

mm Hg — milimetros de mercurio

MPa — Megapascales

MSR - Metodologia de superficie de respuesta

NaOH - Hidroxido de sodio

OMS - Organizacién mundial de la salud.

PROFECO - Procuraduria Federal del Consumidor

TE - Temperatura de extrusion

VT - velocidad de tornillo
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ANEXOS

PROTOCOLO DE BIOETICA PARA EL USO Y MANEJO DE ANIMALES DE

LIATH &5 | Srescion
Académicos | d€ Bioterio

FORMATO DE SOLICITUD AL CICUAL PARA ACTIVIDADES DE INVESTIGACION

LABORATORIO

DATOS GENERALES:
Instituto y drea académica a la que pertenece: Instituto de Ciencias Basicas e Fecha de solicitud
Ingenieria, Area Académica de Quimica 23/02 /2023

Nombre del titular del proyecto: Carlos Alberto Goémez Aldapa

E mail: cgomeza@uaeh.edu.mx Teléfono: 7711342662

Titulo del proyecto: Evaluacion del potencial efecto quimioprotector y antioxidante de tortillas
funcionales de maiz (Zea mays) azul extrudido fortificadas con harina de mezquite (Prosopis laevigata)
fermentado-extrudido y harina de célices de jamaica (Hibiscus sabdariffa).

Nombre de los investigadores y estudiantes | E mail Tel:

que participaran.

Dr. Carlos Alberto Gomez Aldapa cgomeza@uaeh.edu.mx 7711342662
LBG. Marco Cesar Villanazul Verdugo Marco.villanazul.lbg@uas.edu.mx | 6671544664
Dra. Raquel Carifio Cortés Raquel_carino4897 @uaeh.edu.mx | 7711917116
Dr. Roberto Gutiérrez Dorado rgutierrez@uas.edu.mx 6672311146
Fecha de Inicio: Fecha de término:

09-01-2023 09-01-2025

Indica si el investigador principal, investigadores participantes y alumnos que participaran en el
desarrollo del proyecto, tienen experiencia en el manejo, uso y cuidado de los animales de
laboratorio, asi como el conocimiento de la norma NOM-062-Z00-1999, entre otras.

Tanto el estudiante, como los profesores investigadores pertenecientes a la Universidad Autonoma
del Estado de Hidalgo involucrados en el presente proyecto han tomado el curso de capacitacion para
el uso y manejo de animales de laboratorio. Ademas, poseen conocimientos sobre la norma NOM-
062-Z00-1999.

Indica si el investigador principal, investigadores participantes y alumnos que participaran en el
desarrollo del proyecto han tomado algtin curso sobre el manejo y uso de animales de laboratorio.
(Especifique lugar y fecha).

Tanto el estudiante, como los profesores investigadores pertenecientes a la Universidad Auténoma
del Estado de Hidalgo involucrados han tomado el curso de capacitacién para el uso y manejo de
animales de laboratorio impartido en el bioterio de la institucién (se anexan constancias) durante el
transcurso del afio 2022
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Antecedentes nacionales o Internacionales:

Las personas desnutridas, con sobrepeso, obesidad y los adultos mayores son poblaciones con sistema
inmunologico comprometido; presentan vulnerabilidad alta a enfermedades infecciosas y crénico-
degenerativas. Es por ello que, la desnutricion, el sobrepeso, la obesidad y las enfermedades cronico-
degenerativas, principalmente hipertension, enfermedades del corazon, diabetes mellitus, tumores
malignos, son los principales padecimientos de salud y causas de muerte en México. En nuestro pais,
el principal producto alimenticio del maiz es la tortilla, con un consumo promedio diario de 1,400
millones de tortillas. La extrusion es una alternativa a la nixtamalizacion, no genera contaminantes
efluentes y presenta una retencion alta de nutrimentos y fitoquimicos. La extrusion alcalina (proceso
ecologico) genera harinas para tortillas con caracteristicas nutracéuticas y nutricionales mejores
respecto al proceso tradicional de coccion alcalina. La tortilla obtenida por extrusion representa un
vehiculo viable para mejorar el estado nutricional de los mexicanos y reducir incidencia de
enfermedades cronico-degenerativas. La fortificacion de tortillas de maiz azul criollo con harinas de
leguminosas y frutos, como el mezquite y la jamaica, representa una alternativa para mejorar sus
propiedades nutracéuticas: esto debido a que presentan buenos niveles de compuestos bioactivos,
principalmente compuestos fendlicos, los cuales se ha probado tienen efecto protector y coadyuvante
en algunos tipos de cancer, ademas de contener proteinas de que una mezcla de cereales y leguminosas
garantiza la ingesta de todos los aminoacidos esenciales.

El maiz azul, representa una buena alternativa para la produccion de botanas de segunda generacion,
debido a que contiene elevadas cantidades de almidon que facilitan la expansion del producto, ademas
de contar con la presencia de fitoquimicos como acidos fenolicos y flavonoides cuya actividad
antioxidante, antiinflamatoria, antihipertensiva e hipoglucémica han sido probadas. Sin embargo,
nutrimentalmente carece de aminoacidos como lisina y triptéfano.

Por su parte, el mezquite es una leguminosa en cuya composicion quimica destaca la elevada cantidad
de proteina contenida principalmente en la semilla del fruto (40-60%), sin embargo, su proteina es
limitante en aminodacidos azufrados. Ademas, que contiene grandes cantidades de flavonoides como la
genisteina.

En el caso de la jamaica, el fruto consiste en un caliz de color rojo oscuro, que se encuentra conformado
por hasta 7 pétalos. Diversos autores afirman que la planta de jamaica puede considerarse una buena
fuente de nutrimentos, ya que contiene proteinas de alta calidad, carbohidratos, grasas y un amplio
perfil de compuestos bioactivos. Ademads, se han identificado una gran variedad de compuestos
bioactivos presentes en el fruto, los cuales son de suma importancia debido a los efectos benéficos que
brindan a la salud, donde destaca la presencia de alcaloides, eugenol, B-caroteno, saponinas, fitoesteroles,
ceras, pectinas y fibra. Sin embargo, los compuestos de mayor relevancia farmacologica son los acidos
organicos, antocianinas, flavonoides y polisacaridos.

Justificacion:

La alimentacion es uno de los principales factores de riesgo para la aparicion de enfermedades
crénicas no transmisibles (ECNT) y el 10% de las muertes en nuestro pais son atribuidas a factores
dietéticos. El cancer y la obesidad son unas de las patologias mas frecuentes a nivel mundial. Estos
padecimientos son de desarrollo gradual, que tienden a ser muy agresivos. A pesar de que existen
diversas alternativas de tratamiento, es necesario modificar habitos alimenticios. La inclusién de
alimentos funcionales ricos en fitoquimicos y proteinas de alta calidad en la dieta, representa una
buena alternativa como tratamiento coadyuvante de este tipo de patologias. Actualmente, se
encuentra bien documentado que la extrusion es una estrategia efectiva para la produccion de
tortillas de maiz azul. Asimismo, existen varios reportes acerca de la fortificacion de tortillas de maiz
con otras fuentes vegetales para mejorar su valor nutricional y nutracéutico, principalmente potencial
antioxidante, hipoglucemiante y antihipertensivo. En la literatura no existen reportes acerca de la
elaboracion de tortillas de maiz azul extrudido fortificadas con harina de semillas de mezquite
fermentado-extrudido y harina de calices de jamaica con el propdsito de mejorar el valor nutricional
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y nutracéutico de las mismas, asi como, tampoco existen reportes en literatura donde se haya
evaluado el potencial efecto quimioprotectory antioxidante de tortillas funcionales.

Objetivos:
Obijetivo general.
Evaluar el efecto quimioprotector en modelos in vivo de ratones BALB/c de compuestos bioactivos
presentes en tortillas funcionales, de valor nutraceutico alto y buenas propiedades tecno-
funcionales/sensoriales, desarrolladas a partir de una mezcla compuesta optimizada a base de harina
de maiz (Zea mays L) azul extrudido, harina de semillas de mezquite (Prosopis laevigata) fermentado-
extrudido y harina de calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa).

1. Evaluar y comparar el efecto quimioprotector y antioxidante de compuestos bioactivos

presentes en las tortillas funcionales desarrolladas a partir de la mezcla compuesta optimizada.

Materiales y Métodos del ensayo:

A fin de evaluar el efecto quimioprotector se realizara un monitoreo de microntcleos y Actividad
Antioxidante Total en suero (DPPH, ABTS y FRAP), para llevar a cabo dicha actividad se recolectaran
dos gotas de sangre periférica caudal de los animales experimentales (la extraccion serd mediante la
cola del roedor) a las 0, 96, 192, 264 y 360 horas.

Se sugiere un diseno experimental conformado por los grupos y controles a evaluar en todos los
ensayos. Cabe mencionar que cada grupo estara conformado por 8 ratones hembras.

Grupo Dieta
Control 1 Caseina (dieta basal)
Control 2 Caseina + daunorrubicina (10 mg/Kg)
Grupo 1 Tortilla de maiz azul extrudida (TMAE) + Harina de mezquite fermentada-
extrudida (HMFE) + Harina de calices de jamaica (HCJ) + daunorubicina
Grupo 2 Tortilla de MAE + daunorrubicina
Grupo 3 Tortilla de MAE + HMFE + daunorrubicina

Todas las dietas seran suplementadas con base a su analisis proximal hasta alcanzar la composicion
nutricional establecida en la dieta AIN-93G.

Experimentos para realizar

Efecto quimioprotector y antioxidante.

El efecto quimioprotector sera evaluado mediante el monitoreo de micronucleos en sangre periférica
caudal de los animales a las 0, 96, 192, 264 y 360 h, mediante la extraccion de dos gotas de sangre de

Pl cola del roedor posteriores al tratamiento, se realizaran los frotis sanguineos y se procedera a la-|

fijacion y tincion con hematoxilina-eosina, para realizar el conteo de células para determinar la
citotoxicidad, genotoxicidad y antigenotoxicidad (el estado antioxidante total sera evaluado en el
s{:ero de los animales, el cual se obtendré mediante centrifucacion a 2500 r.p.m, 15 min de la sangre
total obtenida mediante puncidn cardiaca previa anestesia con zoletil (S0 mg/kg) .M. Se procedera a
la desproteinizacion del suero y evaluacion de la capacidad antiradical mediante las técnicas
espectrofotométricas de DPPH, FRAP y ABTS (Morales y Jimenez-Pérez, 2001; Kuskoski, 2005)

Referencias:

Amaya-Guerra, C. A., Alanis-Guzman, M. G., & Saldivar, S. O. S. (2004). Effects of soybean fortification on
protein quality of tortilla-based diets produced from regular and quality protein maize. Plant foods for human
nutrition, 59(2), 45-50.
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doi:10.1248/bpb.33.697
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biomedical, antigenotoxic and chemopreventive properties. Food Chem Toxicol. 2018;112:224-234.
doi:10.1016/j.fct.2017.12.038
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Kuskoski, E. M., A. G. Asuero, A. M. Troncoso, J. Mancini-Filho and R. Fett. 2005. Application of various chemical
methods to determine antioxidant activity in fruit pulp. Food Sci. Technol. (Campinas). 25. 726-732.
https:/iwww.scielo.br/j/cta/a/B58T9S5zLLxBL5PVzZXHCF/?lang=es

Morales, F. J. and S. Jiménez-Pérez. 2001. Free radical scavenging capacity of Maillard reaction products as
related to colour and flucrescence. Food Chem. 72: 118-125. https://doi.org/10.1016/S0308-8146(00)00239-9

Reyes-Moreno, C., Reyes-Fernandez, P. C., Cuevas-Rodriguez, E. O., Milan-Carrillo, J., & Maora-Rochin, S.
(2018). Changes in Nutritional Properties and Bioactive Compounds in Cereals During Extrusion Cooking. En:
Extrusion of Metals, Polymers, and Food Products.[Consultado 18 Enero 2018] Disponible en: htip./iwww.
intechopen. com/books/extrusion-of-metals-polymersand-food-products http./dx. doi. org/10.5772/intechopen,
68753.

INFORMACION DE LOS ANIMALES SOLICITADOS

Especie: Cantidad:
Raton 40

Linea: Sexo:
BALB/c Hembra
Peso: Edad:
20-25 gramos 21dias

Senala si el trabajo con los animales de laboratorio se realizara exclusivamente en el bioterio:
Si

ASPECTOS GENERALES EN EL USO Y CUIDADO DE LOS ANIMALES

SI | NO | Frecuenciay procedimiento
Signos Vitales X
Peso X Semanalmente
Suministro de Agua X Diario
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Suministro de Alimento

Diario

Jaula Metabdlica

Jaula convencional

Cambio de cama

Diario

Temperatura y humedad
del macroambiente

25°C

Modificacion del ciclo
luz/obscuridad.

Ciclos de 12 horas

Resumen Clinico o
conductual

Horario de atencion a los
animales

De 8a 17 horas

Otros

PROCEDIMIENTOS

Sl

NO

Frecuencia

Observaciones

Inmunizacién y/o
inoculacién de agentes
biolégicos

Administracion de
medicamentos

Una vez por semana

Uso de sustancias
peligrosas, patégenas,
radioactivas, zoondticas,
cancerigenas u otras
potencialmente dafinas
para la salud y el medio
ambiente.

Procesos quirdrgicos

Obtencion de muestras

Una vez por semana

Se tomaran muestras de
sangre caudal para la
evaluacion de marcadores
celulares.
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Obtencién de tejidos X Post-madrtem

Otros:

ASPECTOS BIOETICOS

¢Aplica el criterio de las 3R"s? (Reduccion del nimero de animales, Remplazo en el uso de Biomodelos
y Refinamiento de las técnicas durante el manejo de los animales). Describa de qué manera.
Si

Criterios para el Punto Final (Aspectos clinicos que indiquen dolor o sufrimiento en el animal).
Cualquier signo de sufrimiento del animal de manera visual, como piloereccién y/o cambios
conductuales (falta de apetito) seran indicativos de sufrimiento del animal, por lo cual seran
sometidos a punto final por puncién cardiaca.

Método de eutanasia que usara y destino final de los animales.

El método de eutanasia planteado es la puncién cardiaca, una vez sacrificados los animales se
diseccionaran a fin de recolectar los érganos de interés. Asimismo, los caddveres serdn manejados
por la ruta de RPMI.

Consideraciones éticas.
El Protocolo se someterd a revision por parte del Comité de Cuidado Animal del Instituto de Ciencias
de la Salud de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, para su aprobacion.

OBSERVACIONES GENERALES (escriba alguna observacion que considere relevante pare gue sea
tomada en cuenta por el CICUAL).
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***¥LLENADO SOLO POR EL CICUAL***
Folio CICUAL (revisidn): CICUAL-R-1-007-2023
Revisién del protocolo de investigacion

(Verifique y marque en la columna de |a derecha el cumplimiento, en el formato de evaluacién, cada
uno de los puntos)

CRITERIOS Sl NO CONSIDERACIONES
DATOS GENERALES X
DESCRIPCION DEL PROYECTO X
INFORMACION DE LOS ANIMALES X
SOLICITADOS
X

ASPECTOS GENERALES EN EL USO Y CUIDADO
DE LOS ANIMALES

PROCEDIMIENTOS

ASPECTOS BIOETICOS

Requerimientos de acuerdo con la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999

FECHA Si NO | Propuesta de Cambios:

10/04/ | Aprobado X

2023

OBSERVACIONES:

NOMBRE DEL EVALUADOR PRESIDENTE DEL CICUAL DIRECTOR BIOTERIO
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' Direccién Direccién
de Servicios i i
LA H Académicos d€ Bioterio CFCUAL

COMITE INSTITUCIONAL PARA EL CUIDADO Y USO DE ANIMALES DE
LABORATORIO

DICTAMEN DE EVALUACION

INSTITUTO: ) FOLIO: CICUAL-V-1/006/2023
Instituto de Ciencias Béasicas e Ingenieria, Area Académica de Quimica.

FECHA DE SOLICITUD: 23-02-2023

PROYECTO: RESPONSABLE DEL PROYECTO:

Evaluacion del potencial efecto quimioprotector y antioxidante de Dr. Carlos Alberto Gomez Aldapa
tortillas funcionales de maiz (Zea mays) azul extrudido fortificadas con E mail: cgomeza@uaeh.edu.mx
harina de mezquite (Prosopis laevigata) fermentado-extrudido y harina de | Teléfono: 7711342662

calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa).

INVESTIGADORES QUE PARTICIPAN EN EL PROYECTO:
Dr. Caros Alberto Gomez Aldapa, Dra. Raquel Carifio Cortés, Dr. Roberto Gutiérrez Dorado

ALUMNOS O PASANTES QUE PARTICIPAN EN EL PROYECTO:
LBG. Marco Cesar Vilanazul Verdugo

ACEPTABLE NO ACEPTABLE SUGERENCIAS

JUSTIFICACION DEL USO DE ANIMALES X

DE LABORATORIO

BIENESTAR Y ESTRES ANIMAL X

PROCEDIMIENTOS Y CUIDADOS APLICADOS X

EN EL ANIMAL

ASPECTOS ETICOS DEL PROTOCOLO X

PUNTO FINAL Y EUTANASIA X

OBSERVACIONES GENERALES

FECHA DE REVISION NEGADO FECHA DE APROBACION
14/03/2023 APROBADOQ X 11/04/2023
Fecha de inicio: 15 de abril 2023  Fecha de término: 15 de abril 2025
CARACTERISTICAS DE LOS ANIMALES QUE SE PROPORCIONARAN:
40 Ratén/BALB/c /HEMBRA/ 21 dias/20-25qr
INVESTIGADOR PRINCIPAL PRESIDENTE CICUAL DIRECTOR BIOTERIO
—_— . r
Carlos Alberto Gémez Aldapa Héctor Herndndez Dominguez
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CERTIFICADO DE SALUD DE LOS ANIMALES

—
bl
Heccion Direccidén
de Servicios : .
o de Bioterio
Académicos }
CERTIFICADO DE SALUD
ks % oenmricacion: DB22
E Investigacion
3 FOLI0:002/2023
\:I Docencia
Sistema protegido de origen: CONVENCIONAL
Linea: BALB/c Total de cajas: 5
Especie: Raton Peso: 12-15g. Edad: 3—-4 sem.
Centro de destino: Quimica. Dr. Carlos Gémez Aldapa
Fecha de expedicion: 27/02/2023 CANTIDAD DE ANIMALES: 40 hembras 24 machos
DICTAMEN ZOOTECNICO:
Los animales fueron mantenidos en condiciones convencionales con ambiente controlado, en
sistema de produccién intensivo, con alimento balanceado comercial para roedor Lab chow
5008, agua desionizada y cama estéril.
EXAMEN CLINICO:
Los animales en el momento de la expedicion se encuentran clinicamente sanos. Proceden de
una colonia que epizootioldgicamente estd controlada con inspeccién clinica y programa de
medicina preventiva que garantiza el buen estado de salud de los animales.
Aprobado por: M.V.Z.
Responsable Médico
%
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