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RESUMEN

En México, las enfermedades cardiovasculares, la diabetes mellitus y los tumores
cancerosos son las principales causas de muerte. Una opcién viable para minimizar
el efecto nocivo de estas enfermedades es el consumo de granos integrales y partes
comestibles de plantas, solas o en combinacion, por ejemplo, la mezcla de maiz azul,
mezquite y calices de jamaica, en la elaboracion de alimentos funcionales; esto,
debido a sus altos contenidos de compuestos bioactivos. En esta investigacion se
desarroll6 una mezcla compuesta optimizada de harinas de maiz azul extrudido
(EBCF), vainas de mezquite fermentado-extrudido (FEMPF) y calices de jamaica
(HCF) para elaborar tortillas funcionales. Se usé un disefio experimental L-Optimal,
se probaron 16 mezclas con diferentes niveles de inclusion de las tres harinas. Se
optimizé la mezcla para obtener tortillas con las mejores caracteristicas nutracéuticas
(contenidos altos de compuestos fendlicos, antocianinas, flavonoides, actividad
antioxidante) y aceptabilidad sensorial adecuada. La mezcla optimizada consistié en
82.8 % EBCF, 10 % FEMPF y 7.2 % HCF. Las tortillas producidas con esta mezcla
mostraron altos valores de compuestos fendlicos totales (356 mg eq. de acido
galico/100g), antocianinas (11.7 mg eq. de cianidina 3-gluc6sido/100g), flavonoides
(37.7 mg eq. de catequina/100g) y actividad antioxidante (5,912 pmol eq. de
Trolox/100g) y una aceptabilidad sensorial ubicada entre me gusta ligeramente y me
gusta moderadamente en una escala hedonica de once puntos. Estas tortillas
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funcionales representan una estrategia novedosa para reducir las enfermedades
cronicas degenerativas en México.

PALABRAS CLAVE:

Zea mays L, Prosopis laevigata, Hibiscus sabdariffa, extrusion, optimizacion,
fitoquimicos, alimentos funcionales.

ABSTRACT

In Mexico, cardiovascular diseases, diabetes mellitus, and cancerous tumors are
the leading causes of death. A viable option to minimize the harmful effect of these
diseases is the consumption of whole grains and edible parts of plants, alone or in
combination, for example, the mixture of blue corn, mesquite and jamaica calices, in
the preparation of functional foods; this, due to its high content of bioactive
compounds. An optimized composite mix of extruded blue corn flour (EBCF),
fermented-extruded mesquite pods (FEMPF), and hibiscus calyces (HCF) was
developed to produce functional tortillas. Using an L-Optimal experimental design, 16
mixtures, with different inclusion levels of the three flours were tested. The mixture
was optimized to obtain tortillas with the best nutraceutical characteristics (high
content of total phenolic compounds, anthocyanins, flavonoids, and antioxidant
activity) and adequate sensory acceptability. The optimized mixture consisted of 82.8
% EBCF, 10 % FEMPF, and 7.2 % HCF. The tortillas produced with this mixture
showed high values of total phenolic compounds (356 mg eq. of gallic acid/100g),
anthocyanins (11.7 mg eq. of cyanidin 3-glucoside/100g), flavonoids (37.7 mg eq. of
catechin/100g), and antioxidant activity (5,912 umol eq. of Trolox/100g), along with a
sensory acceptability falling between liking slightly and liking moderately on an eleven-
point hedonic scale. These functional tortillas represent a novel strategy to reduce
chronic degenerative diseases in Mexico.

KEY WORDS

Zea mays L, Prosopis laevigata, Hibiscus sabdariffa, extrusion, optimization,
phytochemicals, functional foods.

Introducciéon

La nutricién representa un proceso preponderante para el organismo que consiste
en la asimilacion de nutrimentos para llevar a cabo funciones basicas de la vida en
las que se incluyen el crecimiento, la reproduccion y la preservacion de la salud
(Serén-Arbeloa et al., 2022).

En este sentido, la “malnutricion” involucra los desequilibrios (déficit o excesos) del
consumo cal6rico y/o nutrimental por parte de los seres humanos. Esta afeccion es
una de las principales problematicas de salud a nivel mundial y puede ser
consecuencia de la pobreza o la mala eleccién de los alimentos, o bien, resultado de
una enfermedad (Serdn-Arbeloa et al., 2022; OMS, 2024).

Las personas desnutridas, con sobrepeso, obesidad y los adultos mayores son
poblaciones con sistema inmunolégico comprometido; presentan vulnerabilidad alta
a enfermedades infecciosas y cronico-degenerativas. Es por ello por lo que, la
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desnutricién, el sobrepeso, la obesidad y las enfermedades crénico-degenerativas,
principalmente hipertension, enfermedades del corazén, diabetes mellitus, tumores
malignos, son los principales padecimientos de salud y causas de muerte en México
(Thun et al., 2017).

En nuestro pais, el principal producto alimenticio del maiz es la tortilla, con un
consumo promedio diario de 1,400 millones de tortillas. Los granos de maiz
proporcionan macronutrientes (proteinas, almidén, fibra dietética, lipidos) y
micronutrientes (vitaminas, minerales). Los maices blanco y amarillo son los més
utilizados para hacer tortillas, pero en algunas regiones también se utiliza el maiz azul.
Durante las ultimas décadas los productos derivados del maiz azul han recibido
atencion ya que aportan beneficios potenciales para la salud, como antioxidante,
antimutagénico, antiinflamatorio, hipoglucemiante, hipocolesterolémico,
antiaterosclerético, anti-obesogénico, antienvejecimiento, anticancerigeno, debido a
la presencia de compuestos como acidos fendlicos y antocianinas (Serna-Saldivar et
al., 2013).

Se ha informado que las vainas de la especie Prosopis son una fuente de
compuestos bioactivos con actividades antioxidante, antiinflamatoria 'y
antihipertensiva (Diaz-Batalla et al., 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 comun (Diaz-Batalla et al., 2018). Sin embargo, las vainas de mezquite
presentan una alta cantidad de azlcares simples, por lo que es importante eliminarlos,
o reducirlos significativamente, para que estas no representen un producto con alto
contenido calérico, con potencial hiperglucémico elevado. Es por lo que, Diaz-Batalla
(2019) realizé una investigacién en donde obtuvo una harina integral fermentada de
la vaina de mezquite (Prosopis laevigata) con bajo contenido de azlcares simples. La
fermentacion se llevo a cabo con la levadura Saccharomyces cerevisiae a 27 °C
durante 5 dias, hasta el agotamiento de los azlcares. La harina fermentada de vainas
de mezquite obtuvo mejoras en sus caracteristicas nutrimentales en comparacién con
harinas no fermentadas de la vaina de mezquite.

Por otro lado, México es uno de los principales productores de jamaica (Hibiscus
sabdariffa) en América, destacando el céliz seco de la fruta en la elaboracién de
concentrados y decocciones (SIAP, 2023). El céliz de jamaica contienen alrededor
del 40 % de fibra dietética, ofreciendo un potencial significativo para fortificacién de
alimentos con el propésito de incrementar su valor nutracéutico (Ariza & Flores, 2014).
Diferentes investigaciones han reportado que los célices de jamaica son una fuente
importante de compuestos fendlicos, principalmente flavonoides y antocianinas los
cuales le confieren un potencial antioxidante y farmacoldgico relacionados en la
prevencion de enfermedades crénico-degenerativas (Aglero et al., 2014; Ariza &
Flores, 2014).

La combinacion e incorporacion de cereales, leguminosas y partes anatémicas de
plantas en la elaboracién de alimentos como lo son el maiz azul, el mezquite y los
calices de jamaica, puede considerarse una opcion para minimizar el efecto causado
por enfermedades cronico-degenerativas al contener altos niveles de compuestos
bioactivos.
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La extrusion es una alternativa a la nixtamalizacion, no genera efluentes
contaminantes, consume bajos niveles de agua, tiempo y energia, y presenta una
mayor retencién de nutrimentos y fitoquimicos. La extrusion alcalina (proceso
ecoldgico) genera harinas para tortillas con mejores caracteristicas nutracéuticas y
nutricionales respecto al proceso tradicional de coccidn alcalina (Milan-Carrillo et al.,
2006; Gutiérrez-Dorado et al., 2008; Mora-Rochin et al., 2010; Reyes-Moreno et al.,
2018). La tortilla obtenida por el proceso de extrusion tiene la capacidad para mejorar
el estado nutricional de los mexicanos y reducir la 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 opcioén factible
para mejorar sus propiedades nutacéuticas (Gadmez-Valdez et al., 2021; Le6n-Murillo
etal., 2021; Bon-Padilla et al., 2022). Sin embargo, la utilizacién de otros ingredientes,
diferentes al maiz, para la fortificacién de tortillas compromete las propiedades de
aceptabilidad sensorial del producto, lo cual debe procurar sacrificarse lo menos
posible. En este sentido, es necesario estimar los niveles de inclusién de los
ingredientes (harinas) en la mezcla compuesta para elaborar tortillas con propiedades
sensoriales aceptables (que el producto no sea rechazado) por los consumidores.
Para esta tarea destaca los disefios estadisticos para mezclas y las técnicas de
optimizacion de la metodologia de superficie de respuesta (Montgomery, 2009). Cabe
sefialar que, durante la optimizacion de los procesos alimentarios, comiunmente se
considera idoneo optimizar con més de una variable de respuesta, que permitan
describir las caracteristicas de calidad y rendimiento de los sistemas alimenticios en
estudio. Algunas de estas variables se buscan maximizar y otras minimizar. En
diferentes casos, estas respuestas compiten, es decir, mejorar una respuesta puede
tener un efecto opuesto en otra (Milan-Carrillo et al., 2012). En esta investigacion se
desarroll6 una mezcla compuesta optimizada a base de harinas de maiz azul
extrudido (EBCF), vainas de mezquite fermentado-extrudido (FEMPF) y célices de
jamaica (HCF) adecuada para elaborar tortillas funcionales.

Material y Métodos

Materiales

Para la obtencion de las tortillas se utilizaron lotes de 500 g de harina de maiz azul
(Zea mays L), vainas de mezquite (Prosopis laevigata) y célices de jamaica (Hibiscus
sabdariffa) procedentes de Puebla, del Valle del Mezquita, Hidalgo y de Guerrero,
respectivamente.

Métodos

Obtencién de las harinas

Para la produccion de harina de maiz azul extruido (EBCF) se utilizaron
condiciones de proceso optimizado propias de nuestro laboratorio (Milan-Carrillo et
al., 2006). Lotes de 500 g de granos de maiz azul se colocaron en una licuadora
doméstica para obtener sémola la cual pasé por una malla de cribado US40 (0.425
mm). Previo a la extrusién, la sémola se atempero (25 °C) y se mezclé con cal (0.21
g por 100 g de sémola) y agua para conseguir un contenido de agua de 28 g por 100
g de sémola humeda. Todos los lotes se envasaron y se almacenaron a 4-8 °C
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durante 12 h. La obtencién de la harina de vaina de mezquite fermentado-extrudido
(FEMPF), se logro primero fermentando las vainas de mezquite y posterior extrusion.
Para ello, un lote de un kilogramo de harina integral de vaina de mezquite fue
sometida a un proceso de fermentacion, en el cudl la harina se disperso en 2 L de
agua, para posteriormente pasteurizarse e inocularse con Saccharomyces cerevisiae
a una temperatura constante de 27 °C durante 5 dias o hasta el agotamiento de los
azucares (Diaz-Batalla, 2019). Una vez concluida la fermentacién, la mezcla
fermentada se deshidrat6 en estufa de conveccion (Thermo Scientific, MA, USA) a 65
°C durante 4 h para obtener vainas deshidratadas de mezquite fermentado para
después ser extrudidas siguiendo la metodologia de Diaz-Batalla et al. (2018), con
algunas modificaciones. Lotes de 500 g de vainas deshidratadas de mezquite
fermentado se colocaron en una licuadora doméstica para obtener sémola la cual
debe pasar por una malla de cribado US40 (0.425 mm). La sémola se mezclé con
agua para conseguir un contenido de agua de 16 g por 100 g de sémola humeda.
Todos los lotes se envasaron y se almacenaran a 4-8 °C durante 12 h. Antes de la
extrusion, la sémola se atemper6 (25 °C). Los procesos de extrusion de maiz azul y
de vainas de mezquite fermentado se llevaron a cabo en un extrusor de laboratorio
de un solo tornillo Modelo 20 DN (CW Brabender Instruments, Inc, NJ, USA). Las
condiciones Optimas de operacién del extrusor (temperatura de extrusion, ET vy
velocidad del tornillo, SS) fueron para el maiz azul, ET=85 °C y SS=240 rpm (Milan-
Carrillo et al., 2006); y para las vainas de mezquite fermentado, ET=150 °C y SS=170
rom (Diaz-Batalla et al., 2018); durante la extrusion 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). El material extruido se dejé
enfriar, equilibrar en condiciones ambientales; se molié para pasar por una malla de
cribado US80 (0.180 mm) y se envas@. Las harinas extruidas de maiz azul y vainas
de mezquite fermentado se almacenaron a 4-8 °C. Para la obtencion de la harina de
calices de jamaica (HCF), dichos célices fueron deshidratados (65 °C, 4 h). Lotes de
500 g de calices de jamaica deshidratados se colocaron en una licuadora doméstica
para obtener sémola la cual pasé por una malla de cribado US80 (0.180 mm). Todos
los lotes se envasaron y se almacenaron a 4-8 °C hasta su uso.

Obtencién de las tortillas

Para la obtencion de las tortillas se utilizaron lotes de 500 g de cada una de las
mezclas compuestas a base de EBCF, FEMPF y HCF en las proporciones indicadas
en el disefio de experimentos. La masa se obtuvo para cada una de las mezclas
compuestas combinando cada una de estas con agua a 60 °C hasta obtener una
consistencia adecuada. Posteriormente, la masa fue extendida en una capa delgada
con forma de discos con ayuda de una prensa manual, y fue recortada en discos mas
pequefios y uniformes con un diametro de 15 cmy un peso de 28 g a 30 g. Las tortillas
fueron cocidas a temperaturas que variaron entre 400 °C y 450 °C en planchas de
calentamiento durante 40 y 60 s. Las tortillas obtenidas con cada uno de los
tratamientos (diferentes mezclas compuestas) se les evaluaron las variables de
respuesta: aceptacion global de las tortillas (prueba sensorial), actividad antioxidante,
compuestos fendlicos totales, flavonoides y antocianinas totales (pruebas
nutracéuticas).
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Evaluacion de las variables de respuesta
Evaluacion sensorial: aceptabilidad global (OA) de tortillas

Para la evaluacion sensorial se seleccioné un panel de 30 jueces no entrenados
de ambos sexos (18-35 afios) quienes fueron consumidores habituales de tortillas.
Los jueces plasmaron sus resultados en una planilla de evaluacion para cada muestra
de tortillas, donde los atributos a evaluar fueron sabor, olor, color, textura y aceptacion
general, haciendo uso de una escala LAM (labeled affective magnitud), la cual es una
escala bidireccional de 100 mm con una descripcion verbal con rangos que van desde
-100 (méximo valor de disgusto imaginable) hasta +100 (méximo valor de gusto
imaginable), en donde cero (ni me gusta, ni me disgusta) es el punto central.
Posteriormente estos valores fueron transformados a una escala de 0 a 100
[0=mé&ximo valor de disgusto imaginable; 100= maximo gusto imaginable, donde
50=ni me gusta, ni me disgusta] (Cardello & Schutz, 2004). Esta transformacion se
realizé para poder analizar mediante regresiébn cada una de las respuestas de
aceptabilidad de las muestras de tortillas. Finalmente, las muestras de tortillas
restantes se secaron y se molieron para que pasaran por una malla de cribado US80
(0.180 mm) y después se envasaron en bolsas de plastico a 4-8 °C, para
posteriormente determinar las variables de respuesta nutracéuticas (actividad
antioxidante, compuestos fendlicos totales, flavonoides y antocianinas totales).

Evaluacion de las variables nutracéuticas
Obtencidén de extractos de compuestos fendlicos libres y ligados

La obtencién de los compuestos fendlicos libres se efectu6 suspendiendo 0.5 g de
muestra en 10 mL de una mezcla de etanol y agua (80:20, v/v) (Dewanto et al., 2002).
La muestra suspendida se agité en un homogeneizador rotativo circular de tubos (50
rpm, 10 min), posteriormente se centrifugé (8000 rpm, 10 °C, 10 min) y a la pastilla
remanente se le realiz6 una segunda extraccién con etanol al 80 %; el sobrenadante
de las dos extracciones se concentrd a 45 °C usando equipo a presion baja (Apud
Vac Concentrator, Thermo Elector Corporation), y los extractos recuperados se
evaporaron a 45 °C hasta sequedad (1 - 2 noches) y se almacenaron a -20 °C hasta
su uso. Los sedimentos obtenidos después de la extraccion de compuestos fendlicos
libres se desgrasaron con hexano, posteriormente se hidrolizaron con 10 mL NaOH
(2 M) a 95 °Cy 25 °C durante 30 y 60 minutos, respectivamente, y se neutralizaron
con HCI. Los extractos fendlicos ligados se obtuvieron con cuatro extracciones con
10 mL de acetato de etilo (Adom & Liu, 2002; Adom et al., 2003). Posteriormente, los
extractos se evaporaron y almacenaron hasta su uso. Las extracciones de los
compuestos fendlicos se realizaron por cuadruplicado.

Contenido de compuestos fendlicos totales

Para la determinacion de compuestos fendlicos totales (TPC) se prepard una
solucion estandar de acido gélico, se inyectaron 20 pL de la solucion estandar (25 -
600 ppm), y extractos libres y ligados sobre una microplaca de 96 pocillos. Cada punto
de la curva estandar y extracto se hizo reaccionar con reactivo Folin-Ciocalteu y
NaCOs (7 %, v / v) anadiendo 180 y 50 pL, respectivamente, para dejar incubar a 25
°C durante 90 minutos. Las muestras se introdujeron a un lector de microplacas
modelo Multiskan Skyhigh (thermoscientific, Singapur) para medir su absorbancia a
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750 nm utilizando etanol como blanco, y los resultados de TPC se calcularon
sumando los valores de compuestos fendlicos obtenidos para los extractos libres y
ligados, y se expresaron como miligramos equivalentes de acido galico (GAE) por
cada 100 gramos de muestra en peso seco (mg GAE / 100 g, ps) (Singleton et al.,
1999). Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Contenido de flavonoides totales

La medicion para flavonoides totales (TF) se llevé a cabo mediante el ensayo
colorimétrico descrito por Xu & Chang (2007). Para ello, se combinaron 20 uL de
extracto con 80 pL de agua destilada, a los que se afiadieron 6 pL de NaNO; y luego
12 pL de AICls, dejando reposar la mezcla durante 5 minutos después de agregar
cada reactivo. Finalmente, se afiadieron 40 yL de NaOH 1M y 20 pL de agua
destilada. Los extractos se dejaron reposar durante 30 minutos y luego se midieron a
415 nm usando un lector de microplacas modelo Multiskan Skyhigh (Thermo
Scientific, Singapur), utilizando catequina como estandar para la curva de calibracién.
Las mediciones se realizaron por cuadruplicado y los resultados se calcularon
sumando los flavonoides libres y ligados, expresandose como mg equivalentes de
catequina por cada 100 g de muestra en peso seco (mg CAE / 100 g, ps).

Contenido de antocianinas totales

El contenido de antocianinas totales (TA) se evalu6 acorde a la metodologia
propuesta por Abdel-Aal & Huel (1999). Para esta medicién, 0.5 g de muestra se
homogenizaron con 10 mL de una solucion de metanol acidificado (metanol al 95 %y
HCI 1 N, 85:15, v/v) en un tubo de centrifuga de 10 mL. Al tubo con la muestra se le
inyectd nitrdgeno gas para eliminar el O, se agité por 30 min y posteriormente se
centrifugd (3,000g / 4 °C /10 min) (Sorvall RCSC, Sorvall Instruments, Dupont,
Wilmington, DE, EUA). Se recolect6 el sobrenadante. La absorbancia de los extractos
se ley6 a 535 nmy 700 nm en un espectrofotébmetro (UV-vis Genesys 10 UV Thermo
Electron Corporation, Madison, WI, EUA). El contenido de antocianinas se calcul6 de
la siguiente manera:

TA = [(Aszsnm - Azoonm)/ (E)] X [(Vol. total del extracto, L) x (PM)] x [1/(Peso de la
muestra, g)] x [1/(ruta 6ptica, cm)]

Doénde: TA = Contenido de antocianinas totales (mg equivalentes de Cianidina 3-
Glucésido (EC3G)/ 100 g de muestra, peso seco)

A = Absorbancia
£ = Absorcién molar de Cianidina 3-Glucésido (25,965/cm/M)
PM = Masa molar de Cianidina 3-Glucésido (449.2g/mol)

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante (AoxA) de las muestras se evalué usando el ensayo de
decoloracion descrito por Re et al. (1999). Se prepar6 una solucion de ABTS
mezclando 0.0192 g del radical con 5 mL de KS;0g 2.45 mM, dejandola reposar en
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oscuridad durante 16 horas. Luego, se diluyeron 500 uL de la solucién ABTS en 45
mL de una solucién tampon de fosfatos (PBS) con pH = 7.4, ajustando su absorbancia
a un rango de 0.7 - 1.0 a 734 nm. Una vez ajustada la absorbancia del radical, se
afadieron 1980 pL del radical ajustado a 20 pL de extracto, y su absorbancia se midio
a 734 nm con un espectrometro de cubeta modelo Multiskan Skyhigh (Thermo
Scientific, Singapur) 6 minutos después de afadir el radical. Las mediciones se
realizaron por cuadruplicado y los resultados se expresaron como pmol equivalentes
de Trolox por cada 100 g de muestra en peso seco (umol TE / 100 g, ps).

Disefio experimental, analisis estadistico, optimizacion y validacion.

Disefio experimental: Para mezclas de tres componentes, el espacio
experimental de la mezcla es un triangulo con vértices que corresponden a las
formulaciones que son mezclas puras (mezclas que son 100 % de un solo
componente). Sin embargo, en algunos casos existen problemas de investigacion
donde deben hacerse restricciones respecto a los componentes de la mezcla. En
nuestro caso, se realizaron restricciones en los tres componentes de la mezcla, las
cuales fueron: 0.550 < X; (EBCF) < 0.850; 0.100 < X, (FEMPF) < 0.300; 0.050 < X3
(HCJ) = 0.150; donde, en cualquier punto del area experimental X; + X> + X3 = 1.0 (es
decir, 100 %). Hay que recordar que, cada punto en la grafica corresponde a una
combinacién especifica de las proporciones de los componentes. En los disefios para
mezclas con restricciones la situacion se simplifica mediante la introduccion de
pseudocomponentes, los cuales tienen relacion con los componentes originales de la
mezcla. En estos casos la regién experimental no tiene forma estandar, sino que
tienen la forma de un politopo irregular (un politopo es una figura en un espacio
euclidiano de varias dimensiones; un politopo irregular, a diferencia de los politopos
regulares, tiene caras, vértices o angulos que no son todos iguales). En estos casos
destacan los disefios optimales o tipo “Optimal” los cuales son mejores que otros
disefios clasicos con respecto a la utilizacién de criterios de restriccion. En este tipo
de disefios de mezclas se transforman los niveles originales X; de los componentes a
una escala X'i conveniente para el andlisis estadistico. Esto es, la escala original
utilizada [proporciones de los componentes (EBCF, FEMPF y HCJ) expresadas como
fracciones de la mezcla original (X1, X2 y X3)] se convierte a una escala “Pseudo” en
la cual cada componente representa una fraccion de la parte “activa” de la mezcla, de
tal manera que, el total de la suma de estas fracciones “Pseudo” se ajuste a 1.0. L-
Pseudo es la escala predeterminada en la metodologia de superficie de respuesta
(MSR), y a los disefios que usan esta escala se llaman disefios con Pseudo-valores
acotados inferiormente, L-Optimal o Optimo L. Este disefio fue empleado para esta
investigacion. En estos disefios el valor minimo de cada componente en la mezcla
activa se convierte en cero y el valor maximo se aproxima a uno. Lo cerca que esté
de uno depende de las restricciones impuestas. La ecuacion usada para calcular los
Pseudo-valores acotados inferiormente es: X'i = (Xi— L) / (1 - > Li), donde L; es el nivel
minimo del componente “i” en la mezcla original base. En esta investigacion, la mezcla
de los tres componentes [X: (EBCF), X, (FEMPF) y X5 (HCJ)] siempre contendra al
menos 55 % de EBCF (X1 = 0.55), al menos 10 % de FEMPF (X2 = 0.10) y al menos
5 % de HCJ (X3 = 0.05). Por lo tanto, el 70 % de la mezcla de harinas (X1 + X» + X3 =
0.7) esta predeterminada y se le conoce como mezcla original base. Por lo tanto, el
experimento se realizo para determinar el 30 % restante (parte “activa” de la mezcla).
Los valores originales de los componentes de la mezcla, los cuales se encuentran en
los rangos delimitados por las restricciones escritas anteriormente para cada
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componente de la mezcla, se convirtieron en valores L-Pseudo de la siguiente
manera: componente L-pseudo de EBCF (X'1) = [fraccion de EBCF en la mezcla
original (X1) — 0.55] / 0.30; componente L-pseudo de FEMPF (X*,) = [fraccion de
FEMPF en la mezcla original (X2)— 0.10] / 0.30; y componente L-pseudo de HCJ (X 3)
= [fracciébn de HCJ en la mezcla original (X2) — 0.05] / 0.30. Ademés, la escala L-
Pseudo también debe cumplir la condicién X1 + X"» + X"3 = 1.0. El andlisis estadistico
de regresion, varianza y optimizacion se realiza empleando valores transformados L-
Pseudo. Posteriormente, las formulaciones especificadas (por ejemplo, la mezcla
Optima o cualquier otra mezcla especificada en el disefio experimental) en escala L-
Pseudo para los Pseudo-componentes de la mezcla se transforman en formulaciones
para los componentes originales de la siguiente manera: Xi=Li + X' (1 - D L).

En resumen, para obtener la proporcion de las tres harinas (EBCF, FEMPF, HCF)
en la mezcla compuesta optimizada se us6 un disefio experimental L-Optimal (disefio
para mezclas con restricciones para los 3 componentes, mencionadas anteriormente)
de la MSR. A partir de las restricciones impuestas para los tres componentes de la
mezcla, los niveles de inclusion de las tres harinas en las mezclas compuestas fueron:
X1 (EBCF) = 0.5650, 0.6123, 0.6460, 0.6501, 0.6698, 0.6982, 0.7227, 0.7442, 0.7580,
0.7803, 0.8294, X, (FEMPF) = 0.0154, 0.1000, 0.1206, 0.1273, 0.1802, 0.2058,
0.2112, 0.2377,0.2573, 0.3000 y X3 (HCF) = 0.0500, 0.0883, 0.0906, 0.0967, 0.1196,
0.1350, 0.1500. El disefio experimental consté de 16 mezclas compuestas diferentes
(16 experimentos) (Tabla 1). Las variables de respuesta fueron: compuestos fendélicos
totales (TPC), antocianinas totales (TA), flavonoides totales (TF), actividad
antioxidante (AoxA) y aceptabilidad global (OA) de las tortillas (variable de aceptacion
sensorial).

Anadlisis estadistico de regresion y varianza: Se aplicod regresion multiple de
minimos cuadrados de la MSR para mezclas para ajustar modelos de regresion
adecuados y reproducibles. El 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
combinacién de variables independientes (X1, X»> y Xs3) que representan las
proporciones de los componentes de una mezcla. Los modelos para mezclas difieren
de los polinomios usuales empleados en disefios de superficie de respuesta debido a
la restriccion > X; = 1.0. Los modelos ajustados para las mezclas pueden ser lineal
(Y=ﬁ1X1+ﬂ2X2+ﬁ3X3), cuadréatico (Yzﬁ1X1+ﬁ2X2+ﬁ3X3+ﬂ12X1X2+ﬁ13X1X3+[323X2X3) 0 de
orden superior (cubico completo o cubico especial) los cuales suelen ser necesarios
en modelos para mezclas donde los fendmenos estudiados son complejos o porqué
la region experimental es la region de operabilidad completa. En los modelos lineales
B1, representa la respuesta esperada para la mezcla con el maximo nivel de inclusion
del componente 1 (EBCF) y los minimos niveles de los otros dos componentes
(FEMPF y HCF): X1= 0.85, X>= 0.10, X5= 0.05; 82, representa la respuesta esperada
para la mezcla con el maximo nivel de inclusion posible (teérico) del componente 2
(FEMPF) y los minimos niveles de los otros dos componentes (EBCF y HCF): X»=
0.45, X,= 0.55, X5= 0.05; y 3, representa la respuesta esperada para la mezcla con
el maximo nivel de inclusion posible (tedrico) del componente 3 (HCF) y los minimos
niveles de los otros dos componentes (EBCF y FEMPF): X5= 0.35, X;=0.55, X>=0.10.
En los modelos cuadréticos B1, B2 y B3 representan la porcidbn de mezcla lineal del
modelo, mientras que B2, B13 Y B2s representan una mezcla sinergética o antagénica
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cuando hay una curvatura derivada de una mezcla no lineal (Montgomery, 2009). Para
verificar la significancia de los parametros del modelo (coeficientes de los modelos de
regresion, B;) se aplicé analisis de varianza con un a= 0.1, asimismo, se estimo la
significancia del modelo de regresion completo empleando a= 0.05. Para estimar la
bondad de ajuste de los modelos de regresion se emplearon los parametros
estadisticos coeficiente de determinacion (R?), coeficiente de determinacion ajustada
(R?ajustada), coeficiente de determinacién predicha (R?predicha), coeficiente de
variacion (CV) y probabilidad de falta de ajuste (p falta de ajuste). Los modelos de
prediccion obtenidos se emplearon para representar graficamente el sistema, y con
ello poder analizar graficamente en el sistema el efecto de las variables
independientes (componentes de la mezcla Xi, X», X3) sobre las variables de
respuesta (Y)).

Optimizacién: ElI método numérico de deseabilidad global (D) de la MSR se
empleé como técnica de optimizacion para obtener tortillas con las mejores
caracteristicas nutracéuticas (valores maximos de TPC, TA, TF, AoxA) y adecuada
aceptabilidad sensorial (valor maximo posible de OA). Para ello, se emplearon los
cinco modelos matematicos de regresion obtenidos para las variables de respuesta
estudiadas, los cuales se emplearon para estimar los valores teéricos de las cinco
variables de respuesta en diferentes puntos de la regién experimental seleccionados
de manera aleatoria. Estos valores predichos fueron transformados en valores de
deseabilidad individual para cada variable de respuesta [di(X)], mediante el empleo
de una ecuacion de transformacion planteada por la metodologia de superficie de
respuesta para el objetivo de maximizar el valor de cada variable de respuesta. Este
método de deseabilidad consiste en transformar los valores predichos con los
modelos matematicos Yi(X) en un valor de deseabilidad individual [di(X)], que toma
valores en un rango de 0 a 1 y mide el grado de deseabilidad de la respuesta en
relacién con el valor 6ptimo que se intentd alcanzar (maximo). Las deseabilidades
individuales se combinaron usando la media geométrica para obtener la deseabilidad
global [D= (di1 x d2 x d3 X ds x ds)*%]. La deseabilidad global es una opcién légica, ya
que si alguna di(x) = 0, la deseabilidad global seria D= 0, indicando que las tortillas
son inaceptables. Valores de D entre 0.6 y 0.8 son adecuados para sistemas
alimenticios, siendo el valor ideal éptimo D=1.

Validacién: Para validar las condiciones 6ptimas, se elaboraron cinco réplicas de
mezclas compuestas con la proporcién éptima de los tres componentes (X:= EBCF,
X;= FEMPF y Xs= HCJ) para posteriormente elaborar tortillas a partir de dichas
mezclas; a las tortillas se le evalu6 experimentalmente por triplicado cada una de las
variables de respuesta estudiadas. Posteriormente, se construyd un intervalo de
confianza tedrico para cada respuesta, partiendo de la zona de optimizacion y
utilizando un nivel de confianza del 95 %. Para que un modelo pase la prueba de
validacién es necesario que el promedio de las cinco réplicas de cada respuesta se
ubique dentro del rango tedrico mencionado anteriormente.

El disefio experimental, el analisis de varianza y regresion, la optimizacion y la
validacién se realiz6 utilizando el Software Design Expert version 11 (Design Expert,
2018; Stat-Ease, Inc., 1300 Godward Street Northeast, Suite 6400, Minneapolis, MN
55413, EUA).
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Resultados y Discusion

Obtencién de la mezcla compuesta optimizada a basa de EBCF, FEMPF Y HCF

A continuacion, se mostraran los modelos mateméticos 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 componentes de la mezcla (proporciones de las harinas empleadas en la
mezcla compuesta). Asimismo, los modelos de regresion se usaron para generar
valores teéricos de las variables de respuesta en el area de experimentaciéon de
manera aleatoria y convertir dichos valores a valores de deseabilidad individual para
cada respuesta. A partir de los valores de deseabilidad individual obtenidos, se calculo
la deseabilidad global en cada punto aleatorio seleccionado de la regidn experimental.
Finalmente, se selecciond el valor de deseabilidad global con el valor maximo posible.
La mezcla compuesta obtenida con esta deseabilidad maxima correspondi6 a la
mezcla compuesta optimizada a base de EBCF, FEMPF y HCF adecuada para
preparar tortillas funcionales sensorialmente aceptables con valores altos de actividad
antioxidante, contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y antocianinas totales.

Modelos de prediccion

En la Tabla 1 se muestran los resultados experimentales para cada una de las
variables de respuesta estudiadas, correspondientes a cada una las diferentes
combinaciones de proporciones de cada tipo de harina utilizada (EBCF, FEMPF y
HCF) para el desarrollo de le mezcla compuesta a base de EBCF, FEMPF y HCF (16
tratamientos indicados en el disefio de experimentos). A partir de los datos
experimentales se realiz6 regresiéon lineal multiple de minimos cuadrados para
obtener modelos de prediccién para cada variable de respuesta estudiada y los cuales
se muestran a continuacion.

Actividad Antioxidante (AoxA)

En la Tabla 1 se puede observar que los valores de AoxA de las tortillas estuvieron
en un rango de 3,005 a 6,076 umol equivalentes de Trolox/100g, dw.

El analisis de regresion y varianza mostré un modelo lineal significativo (p < 0.05)
de la proporcion de EBCF, FEMPF y HCF. El modelo de prediccién para la AoxA
usando variables codificadas fue:

AoxA= 5948*EBCF + 2168*FEMPF + 5461*HCF

Este modelo de prediccion explico el 90.09 % de la variabilidad total (p < 0.0001)
de los valores de AoxA de las tortillas. El coeficiente de determinaciéon 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 %. Estos valores
indican que el modelo de prediccion para la AoxA de las tortillas fue adecuado y
reproducible.
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A partir de este modelo de prediccidn se construy6 una grafica tridimensional (Figura
1A). En un grafico tipico de un disefio para mezclas, los ejes representan las
proporciones de los componentes de la mezcla. Dependiendo de cuantos
componentes se estén analizando, el grafico puede ser bidimensional (para dos
componentes) o tridimensional (para tres componentes). En la presente investigacion
es de tres componentes, por lo que la grafica presenta forma de triangulo. En el caso
del disefio L-Optimal, los gréficos consisten en triAngulos acotados por los niveles
méaximos y minimos de los tres componentes de la mezcla compuesta, mencionados
anteriormente en la seccion de analisis de regresion y varianza (0.550 < X; (EBCF) <
0.850; 0.100 < X, (FEMPF) < 0.450; 0.050 =< X5 (HCJ) < 0.350). Sin embargo, se puede
observar en la Figura 1 que la region experimental graficada estd acotada, y no
corresponde a toda el area del triAngulo del grafico. Esto se debe a que, la regién
experimental debe cumplir con las restricciones originales mencionadas en la seccién
del disefio experimental (0.550 < X; (EBCF) < 0.850; 0.100 < X, (FEMPF) < 0.300;
0.050 < X3 (HCJ) < 0.150). Es por ello por lo que, la region experimental graficada
(grafica de contornos) no tiene una forma estandar (p.ej. un triangulo), sino que, tienen
la forma de un politopo irregular; se debe recordar que, un politopo es una figura en
un espacio euclidiano de varias dimensiones, mientras que, un politopo irregular, a
diferencia de los politopos regulares, tiene caras, vértices o angulos gue no son todos
congruentes. Esta grafica de contornos, los cuales representan los diferentes valores
de larespuesta AoxA, es de utilidad para interpretar los resultados de AoxA en funcion
de los componentes de la mezcla compuesta. En la gréfica triangular, para los tres
componentes en la mezcla, el eje del componente i, que representa el aumento de la
variable de respuesta, es la recta o rayo gue se extiende del punto base X; = minimo
valor del nivel de inclusion del componente i, X; = (diferencia entre el maximo y minimo
valores tedricos posibles del nivel de inclusion del componente j) /(p — 1), para toda j
# iy p = ndmero de componentes en la mezcla, al vértice opuesto donde X; = maximo
valor tedrico posible del nivel de inclusion del componente i, X; = minimo valor del
nivel de inclusion del componente j para toda j # i. En el triangulo, el punto base
siempre se localiza en el centroide de la frontera de (p — 2) dimensiones del disefio
que estd opuesto al vértice correspondiente (coordenadas del vértice: X; = maximo
valor tedrico posible del nivel de inclusion del componente i, X; = minimo valor del
nivel de inclusidon del componente j para toda j # i). La longitud del eje del componente
es igual al promedio entre el maximo y minimo valores del nivel de inclusién tedricos
posibles del componente i. Sin embargo, la superficie de contornos real para cada
respuesta esta acotada por los niveles minimos y maximos de los criterios de
restriccion empleados en el estudio de investigacion. Es por ello por lo que, en la
superficie de contornos real graficada en la Figura 1, los componentes X, (FEMPF) y
X3 (HCJ) estan restringidos en sus niveles de inclusion superiores, de manera
diferente a los niveles superiores considerados en el area del triangulo.
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Tabla 1. Disefio experimental L-Optimal de la metodologia de superficie de respuesta para la
obtencion de diferentes mezclas compuestas a base de harina de maiz azul extrudido (EBCF),
harina de vaina de mezquite fermentada-extrudida (EFMPF) y harina de céliz de jamaica (HCF).

Orden Componentes de la mezcla Variables de respuesta
Std | Corrida E)B(EF EFXI\;'PF I—féF AoxA TPC T A OA
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 571551 347.5 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 7 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 3720.65 347.5 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 0.7803 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

1Disefio experimental L-Optimal con tres componentes de la mezcla; 16 experimentos (mezclas
compuestas). EBCF = harina de maiz azul extrudido, FEMPF = harina de vainas de mezquite
fermentadas-extrudidas, HCF = harina de calices de jamaica, AoxA = actividad antioxidante (pumol
eq. de Trolox /100 g), TPC = compuestos fendlicos totales (mg eq. de &cido gdlico /100 g), TF =
flavonoides totales (mg eq. de catequina /100 g), TA = antocianinas totales (mg eq. de cianidina-3-
glucosido /100 g), OA = 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.

Con base a lo mencionado anteriormente, se puede decir que, en las gréficas de
la Figura 1, el componente X: (EBCF) aumenta del centroide de la frontera inferior del
tridngulo con valor X1 = 0.55 al vértice correspondiente con un valor de X; = 0.85,
mientras que el componente X» (FEMPF) aumenta del centroide de la frontera
derecha del triangulo con valor X, = 0.10 al vértice correspondiente con un valor de
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X2, = 0.45. El componente X3 (HCJ) aumenta del centroide de la frontera izquierda del
triangulo con valor X3 = 0.05 al vértice correspondiente con un valor de X3 = 0.35.

En la Figura 1A se puede observar que los valores de AoxA en las tortillas son mas
altos (valores deseables) cuando el valor del componente X; [contenido de harina de
maiz azul extrudido (EBCF)] en la mezcla compuesta es alto y los valores del
componente X3 [contenido de harina de célices de jamaica (HCF)] van desde bajos
hasta altos (de 0.05 a 0.15), mientras que el valor del componente X, [contenido de
harina de vainas de mezquite fermentado-extrudido (FEMPF)] es bajo. De acuerdo
con el andlisis de varianza, realizado a los términos del modelo de regresion lineal
ajustado a los datos de AoxA, se encontr6 que, los componentes de la mezcla
compuesta que tuvieron efecto significativo (p < 0.05) sobre esta respuesta fueron X
(EBCF) y X (FEMPF), mientras que el componente X; (HCJ) no tuvo efecto
significativo (p > 0.05) sobre la respuesta AoxA (efectos = 2682.37, -2479.54y 117.75
para X1, X» y Xs, respectivamente). Se puede observar en la Figura 1A que, mientras
el incremento del nivel de inclusién de EBCF en la mezcla causé un aumento de AoxA,
el incremento del nivel de inclusibn de FEMPF en la mezcla compuesta causo una
disminucion de AoxA. Esto puede deberse al mayor contenido de compuestos
fendlicos de los ingredientes EBCF y HCF que la FEMPF. Diferentes investigaciones
han reportado que existe una alta correlacién entre la actividad antioxidante y el
contenido de compuestos fendélicos (Gamez-Valdez et al., 2021; Félix-Medina et al.,
2024). Mora-Rochin et al., (2010) concluyeron que el &cido ferulico es el acido fendlico
mas abundante y principal responsable de la actividad antioxidante en el maiz.
Resultados similares han sido reportado por Aguayo-Rojas et al., (2012) quienes
encontraron que los compuestos fendlicos presente en tortillas extrudidas de maices
pigmentados son los principales compuestos que contribuyen a la capacidad
antioxidante. Por otro lado, Félix-Medina et al., (2021) evaluaron botanas extrudidas
de maiz azul y frijol encontrando que la capacidad antioxidante esta mayormente
asociada a los compuestos fendlicos. De acuerdo con la Figura 1A se puede observar
gue los valores tedricos (predichos con el modelo de prediccion) mas altos de AoxA
estuvieron en el rango de 5526 a 5893 pmol equivalentes de Trolox/100g, ps.

Compuestos Fenolicos Totales (TPC)

En la Tabla 1 se puede observar que los valores de TPC de las tortillas tuvieron
valores en un rango de 318.9 a 389.4 mg equivalentes de acido galico/100g, ps.

El analisis de varianza mostr6 un modelo lineal significativo (p < 0.05) de la
proporcion de EBCF, FEMPF y HCF. El modelo de prediccion para el TPC usando
variables codificadas fue:

TPC= 345*EBCF + 314*FEMPF + 494*HCF


about:blank
https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1722

BibCionciay http://revistabiociencias.uan.edu.mx ISSN 2007-3380

https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1722 @6@@

0.4 0.55 0.35 0.4 0.55 035 04 0.55 0.35
X2: FEMPF X3: HCF X:: FEMPF X3: HCF Xzi FEMPF X3: HCF
AoxA (nmol eq. Trolox /100g) Compuestos fendlicos totales Flavonoides totales
(mg eq. Acido Galico/100g) (mg eq. Catequina/100g)

0.4 0.55 0.35 0.4 0.55 0.35 0.4 0.55 0.35

X,: FEMPF X3 HCF X,: FEMPF X3 HCF X,;FEMPF X3
Antocianinas totales Aceptabilidad global Deseabilidad global
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Figura 1. Gréficas de contornos de prediccion de cada una de las variables de respuestay
deseabilidad global en condiciones dptimas. A) Actividad antioxidante (AoxA), B) Compuestos
fendlicos totales (TPC), C) Flavonoides totales (TF), D) Antocianinas totales (TA), E) Aceptabilidad

global de las tortillas (OA), y F) Deseabilidad global (D).

Este modelo de prediccion explicod el 85.28 % de la variabilidad total (p < 0.0001)
de los valores de TPC de las tortillas. El coeficiente de determinacién 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 %. Estos valores

indican que el modelo de prediccion para TPC de las tortillas fue adecuado y
reproducible.
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A partir de este modelo de prediccion se construy6 una gréfica tridimensional con
forma de triAngulo conteniendo una superficie de contornos con forma irregular
(Figura 1B). Cabe mencionar que esta grafica tiene un comportamiento igual al
mencionado para la grafica mencionada anteriormente para la AoxA. En la seccion
de resultados correspondiente a la respuesta para AoxA se explic6 como aumentan
los niveles de inclusién de los tres componentes de la mezcla compuesta, lo que
también se aplica para todas las variables de respuesta estudiadas en esta
investigacion.

En la Figura 1B se puede observar que los valores de TPC en las tortillas son méas
altos (valores deseables) en la zona donde los niveles de inclusién de los
componentes X; [contenido de harina de maiz extrudido (EBCF)] y X3 [contenido de
harina de calices de jamaica (HCF)] en la mezcla compuesta son altos, mientras que
el nivel de inclusién del componente X, [contenido de harina de vainas de mezquite
fermentado-extrudido (FEMPF)] es bajo. De acuerdo con el andlisis de varianza,
realizado a los términos del modelo de regresion lineal ajustado a los datos de TPC,
se encontrd que los tres componentes de la mezcla compuesta (X1, X2 y X3) tuvieron
efecto significativo (p < 0.05) sobre esta respuesta (efectos = -28.79, -33.22 y 51.92
para X1, X2 y X3, respectivamente). Se puede observar en la Figura 1B que, mientras
el incremento del nivel de inclusién de EBCF y FEMPF en la mezcla compuesta causo
una disminucion de TPC, el incremento del nivel de inclusion de HCF en la mezcla
compuesta causé un aumento de TPC. A diferencia de la respuesta AoxA, que se
discutié anteriormente, aqui el incremento en el nivel de inclusion de EBCF tuvo un
efecto negativo sobre TPC, mientras que, en AoXA tuvo un efecto positivo. Esto puede
deberse al mayor contenido de compuestos fendlicos del ingrediente HCF que los
ingredientes EBCF y FEMPF, ya que el componente HCF (X3) de la mezcla presentd
el mayor efecto significativo sobre la respuesta TPC. Estos valores de TPC mas altos
se encuentran en la misma zona donde se encuentran los valores mas altos de AoxA,
confirmando la alta correlacién entre TPC y AoxA, como ha sido reportado
previamente en la literatura (Mora-Rochin et al., 2010; Félix-Medina et al., 2024). Por
otra parte, Colin et al., (2020) evaluaron tortillas elaboradas a partir de maiz azul y
blanco, identificando que las tortillas de maiz azul presentan una mayor capacidad
antioxidante en comparacion a las producidas a partir de maiz blanco. Este aumento
en la capacidad antioxidante se ha asociado a que el maiz azul es una potencial
fuente de compuestos fendlicos (polifenoles) (Astorga-Gaxiola et al., 2023;
Menchaca-Armenta et al., 2021). Ademas, Gaxiola et al., (2017) observaron que la
fraccion de compuestos fendlicos insolubles en el maiz contribuyen alrededor del 85
% de la capacidad antioxidante total en el maiz. En nuestra investigacion también se
encontré que la fraccibn de compuestos fendlicos ligados representd el mayor
contenido de TPC. De acuerdo con la Figura 1B se puede observar que los valores
tedricos mas altos de TPC estuvieron en el rango de 380 a 394 mg equivalentes de
acido galico/100g, ps.

Flavonoides Totales (FT)

En la Tabla 1 se puede observar que los valores de TF tuvieron valores en un
rango de 17.29 a 39.73 mg equivalentes de catequina/100g, ps.


about:blank
https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1722

http://revistabiociencias.uan.edu.mx ISSN 2007-3380

https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1722 @@@@

El analisis de regresion y varianza mostré un modelo significativo (p < 0.05) de la
proporcion de EBCF, FEMPF y HCF. Ademas, el modelo también dependio
significativamente de las interacciones doble EBCF*FEMP y triple
EBCF*FEMPF*HCF de estos factores. EI modelo de prediccion para TF usando
variables codificadas fue:

TF= 37*EBCF + 6*FEMPF + 48*HCF + 54*EBCF*FEMPF — 309*EBCF*FEMPF*HCF

Este modelo de prediccion explico el 90.83 % de la variabilidad total (p < 0.0001)
de los valores de TF de las tortillas. El coeficiente de determinacién 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 %. Estos valores
indican que el modelo de predicciébn para TF de las tortillas fue adecuado y
reproducible.

A partir de este modelo de prediccion se construy6 una gréfica tridimensional con
forma de triangulo conteniendo la superficie de respuesta de contornos real con forma
irregular (Figura 1C). El incremento de los valores de los niveles inclusion de los
componentes (X1, X2 y X3) de la mezcla compuesta en la gréafica ya fue explicado en
la seccion de la respuesta AoxA.

En la Figura 1C se puede observar que los valores de TF en las tortillas son més
altos (valores deseables) cuando el valor del componente X; [contenido de harina de
maiz azul extrudido (EBCF)] en la mezcla compuesta es alto y los valores del
componente X3 [contenido de harina de célices de jamaica (HCF)] van desde bajos
hasta altos (de 0.05 a 0.15), mientras que el valor del componente X, [contenido de
harina de vainas de mezquite fermentado-extrudido (FEMPF)] va de un nivel bajo a
un nivel intermedio. De acuerdo con el analisis de varianza, realizado a los términos
del modelo de regresion cubico ajustado a los datos de TF, se encontré que la parte
lineal del modelo de regresion, nombrada porcién de mezcla lineal, y que agrupa a
los tres componentes de la mezcla compuesta (X1, X2 y X3) en un solo término, tuvo
efecto significativo (p < 0.05) sobre esta respuesta. Del analisis de varianza también
se encontr6 que, los efectos de la interaccion doble X:*X, y la interaccion triple
X1*X2*X3, de los componentes de la mezcla compuesta, fueron significativas (p <
0.05). En estos casos, el andlisis del efecto de los componentes de la mezcla debe
realizarse en términos de la interaccion de maximo orden, en este caso la interaccion
triple. A partir de la interpretacion de la interaccion triple se puede ver que, el
comportamiento de la Figura 1C indicé que el contenido de TF incremento
significativamente en mezclas con mayor nivel de inclusion del componente X:
(EBCF) y menor nivel de inclusién del componente X, (FEMPF), mientras el contenido
del componente X; (HCF) se mantuvo en un rango de intermedio a alto (X3 = 0.10 —
0.15). Por otro lado, cuando el nivel de inclusién del componente X3 en la mezcla
permanecio fijo en un nivel bajo (X3 = 0.05), el contenido de TF incrementé muy poco
en mezclas con mayor nivel de inclusion del componente X, (EBCF) y menor nivel de
inclusién del componente X, (FEMPF). Esto puede deberse a que los valores mas
bajos de TF en el segundo caso fueron mucho més altos que en el primer caso,
mientras qué, los valores altos de TF en ambos casos fueron similares. En general,
la interpretacion de esta interaccion triple indica que los niveles de inclusion altos de
EBCF y los niveles de inclusion bajos de FEMPF y HCF en la mezcla compuesta
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favorecen los valores altos de TF en las tortillas. Esto indica que, aunque las tres
harinas (EBCF, FEMPF y HCF) son una fuente importante de compuestos
flavonoides, los resultados indican que la harina EBCF presenta los contenidos mas
altos de compuestos flavonoides. Es ampliamente conocido que, los compuestos
flavonoides son parte de los compuestos fenélicos totales. Es por ello por lo que, estos
valores de TF mas altos se encuentran en una zona cercana donde se encuentran los
valores mas altos de TPC y AoxA. De acuerdo con la Figura 1C se puede observar
que los valores teodricos mas altos de TF estuvieron en el rango de 35 a 37 mg
eqguivalentes de catequina/100g, ps.

Antocianinas Totales (AT)

En la Tabla 1 se puede observar que los valores de TA de las tortillas tuvieron
valores en un rango de 4.56 a 15.84 mg equivalentes de cianidina 3-glucésido/100g,

ps.

El andlisis de regresion y varianza mostré un modelo lineal significativo (p < 0.05)
de la proporcién de EBCF, FEMPF y HCF. El modelo de prediccién para la TA usando
variables codificadas fue:

TA= 10*EBCF + 1.0*FEMPF + 31*HCF

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

A partir de este modelo de prediccion se construyé una gréfica tridimensional, con
forma de triangulo conteniendo en su interior la regién experimental real con forma
irregular (Figura 1D) debido a las restricciones interpuestas en los niveles de inclusion
de los componentes de la mezcla compuesta. El rayo de incremento de los niveles de
inclusion de cada uno de los componentes de la mezcla en la gréfica triangular fue
explicado en la seccién de la respuesta AoxA.

En la Figura 1D se puede observar que los valores de TA son mas altos (valores
deseables) en la zona donde los niveles de inclusion de los componentes X:
[contenido de harina de maiz extrudido (EBCF)] y X3 [contenido de harina de célices
de jamaica (HCF)] en la mezcla compuesta son altos, mientras que el nivel de
inclusion del componente X» [contenido de harina de vainas de mezquite fermentado-
extrudido (FEMPF)] es bajo. De acuerdo con el andlisis de varianza, realizado a los
términos del modelo de regresion lineal ajustado a los datos de TA, se encontré que,
los componentes de la mezcla compuesta que tuvieron efecto significativo (p < 0.05)
sobre esta respuesta fueron X, (FEMPF) y X3 (HCJ), mientras que el componente X
(EBCF) no tuvo efecto significativo (p > 0.05) sobre la respuesta TA (efectos = -
0.6397, -7.83 y 7.46 para X1, X» Yy X3, respectivamente). Se puede observar en la
Figura 1D que, mientras el incremento del nivel de inclusion de HCF en la mezcla
causo un aumento de TA, el incremento del nivel de inclusion de FEMPF en la mezcla
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compuesta causo una disminucion de TA. A diferencia de las respuestas AoxA, TPC
y TF que se discutieron anteriormente, aqui el incremento en el nivel de inclusion de
EBCF en la mezcla compuesta no afect6 el contenido de TA, mientras que, en AoXA,
TPC y TF si tuvo un efecto significativo. Esto puede deberse al mayor contenido de
antocianinas totales del ingrediente HCF que los ingredientes EBCF y FEMPF, ya que
el componente HCF (X3) de la mezcla presentd un efecto positivo significativo sobre
la respuesta TA, mientras que el componente EBCF (X1) no tuvo efecto significativo
sobre TA y el componente FEMPF (X2) tuvo un efecto significativo negativo sobre la
respuesta TA. El bajo o nulo contenido de antocianinas en el ingrediente FEMPF
puede ser la causa de la disminucion en el contenido de TA en las tortillas elaboradas
con mezclas con altos niveles de inclusién de este ingrediente. Por otro lado, el
ingrediente EBCF es una buena fuente de TA, por lo que el incremento o disminucién
de este componente en las mezclas compuestas puede ser la causa de que el
contenido de TA en las tortillas no haya sido afectado significativamente. Los valores
de TA més altos se encuentran en la misma zona donde se encuentran los valores
mas altos de AoxA, TPCy TF, indicando una posible correlacién entre TPC y TA, asi
como entre TF y TA, lo cual no ha sido reportado previamente en la literatura. Esto
puede ser debido a que las antocianinas forman parte de la clase generalizada de
compuestos fendlicos nombrados flavonoides y al igual que los compuestos fendlicos
destaca su papel protector contra el estrés oxidativo ya que actian como eliminadores
de radicales (Astorga-Gaxiola et al., 2023). Por otro lado, Aguayo-Rojas et al., (2012)
evaluaron tortillas a partir de maices pigmentados mexicanos, encontrando que las
actividades antioxidantes mas altas en estas tortillas pueden estar relacionadas con
la concentraciébn de antocianinas y fendlicos totales presentes en los diferentes
maices. Ademas, Mora-Rochin et al., (2016) reportan que los pigmentos presentes
en maiz azul provienen mayormente de antocianinas y compuestos fendlicos, siendo
estos lo que le proporcionan la propiedad antioxidante a este tipo de maices De
acuerdo con la Figura 1D se puede observar que los valores teéricos mas altos de TA
estuvieron en el rango de 14 a 17 mg equivalentes de cianidina 3-glucdsido/100g, ps.

Aceptabilidad Global (OA) de las tortillas

En la Tabla 1 observamos que la OA de las tortillas presenté valores con un minimo
y maximo de 43.65y 57.6, respectivamente; estos valores se encontraron en la escala
LAM entre me disgusta ligeramente (43.65) y me gusta moderadamente (57.6).

El andlisis de varianza mostré un modelo lineal significativo de la proporcion de
EBCF, FEMPF y HCF. El modelo de prediccion para la OA usando variables
codificadas fue:

OA= 59*EBCF + 44*FEMPF + 37*HCF

Este modelo de prediccion explic el 86.12 % de la variabilidad total (p < 0.0001)
de los valores de OA de las tortillas. El coeficiente de determinacién R? ajustada del
modelo fue de 0.8399 y la falta de ajuste fue no significativa (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 %. Estos valores
indican que el modelo de prediccion para OA de las tortillas fue adecuado y
reproducible.
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Similar a lo hecho en las otras variables de respuesta, a partir de este modelo de
prediccion para OA se construy6 una gréfica tridimensional con forma de triAngulo
(Figura 1E), la cual contiene dentro el area experimental real con forma de politopo
irregular, delimitada por las restricciones impuestas para cada uno de los
componentes de la mezcla compuesta.

En la Figura 1E se puede observar que los valores de OA son mas altos (valores
deseables) cuando el nivel de inclusion del componente X: [contenido de harina de
maiz extrudido (EBCF)] en la mezcla compuesta es alto, mientras que los niveles de
inclusibn de los componentes X, [contenido de harina de vainas de mezquite
fermentado-extrudido (FEMPF)] y X3 [contenido de harina de célices de jamaica
(HCF)] causan una disminucion importante de la aceptabilidad global (OA) de las
tortillas. De acuerdo con el analisis de varianza, realizado a los términos del modelo
de regresion lineal ajustado a los datos de OA, se encontré que los tres componentes
de la mezcla compuesta (X1, X» y X3) tuvieron efecto significativo (p < 0.05) sobre esta
respuesta (efectos = 17.83, -8.65y -6.18 para X1, X» y X3, respectivamente). Se puede
observar en la Figura 1E que, mientras el incremento del nivel de inclusién de FEMPF
y HCF en la mezcla compuesta caus6 una disminucion de la OA de las tortillas, el
incremento del nivel de inclusion de EBCF en la mezcla compuesta causé un aumento
de la OA de las tortillas; lo cual es reafirmado por los efectos negativos de los
componentes FEMPF y HCF de las mezclas y el efecto positivo del componente
EBCF (-8.65, -6.18 y 17.83, para X, X3y X1, respectivamente) sobre la respuesta OA
de las tortillas. El efecto positivo del componente EBCF de la mezcla compuesta fue
el que afectd6 mayormente la respuesta OA. Esto puede deberse a que las vainas de
mezquite fermentado y los calices de jamaica pueden contener algunos compuestos
gue imparten aceptacion sensorial indeseable en las tortillas funcionales. Los valores
de OA mas altos se encuentran en una zona cercana donde se encuentran los valores
mas altos de AoxA, TPC, TF y TA. De acuerdo con la Figura 1E se puede observar
que los valores tedricos mas altos de OA estuvieron en el rango de 54 a 59, en una
escala de 0 a 100. Estos valores se encontraron en la escala LAM entre me gusta
ligeramente (54) y me gusta moderadamente (59).

Optimizacién

Una vez obtenidos los modelos de prediccion para cada una de las variables de
respuesta estudiadas (AoxA, TPC, TF, TA y OA), se utiliz6 el método numérico de
deseabilidad para encontrar los valores 6Optimos para los niveles de inclusion

adecuados de las harinas (HMAE, HVMFE y HCJ) para la obtencién de tortillas
funcionales con valores altos de sus propiedades nutracéuticas y sensoriales.

En la Figura 1F se puede observar el grafico tridimensional mostrando el efecto de
los niveles de inclusion (porcentajes) de las harinas EBCF, FEMPF y HCF sobre la
variable de optimizacién deseabilidad global (D). 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 logico para llevar a cabo la optimizacion del proceso
consistié en estimar valores de las variables de respuesta en multiples puntos de la
region experimental mediante el uso de sus respectivos modelos de regresion
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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 ecuaciones de transformacion planteadas por la metodologia de
superficie de respuesta para el objetivo de maximizar el valor de cada variable de
respuesta. A partir de la ecuacién 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, en los cuales se observa el comportamiento de dicha variable (D) en funcién
de las variables independientes (nivel de inclusion de las harinas EBCF, FEMPF y
HCF).

El valor de Deseabilidad global 6ptimo seleccionado fue D = 0.8019 y el cual se
encuentra ubicado en las mejores proporciones para las harinas. Los valores éptimos
seleccionados para la inclusion del porcentaje de las harinas fueron de X1 (EBCF)
=0.828 (82.8 %), X»> (FEMPF) = 0.10 (10 %) y X3 (HCF) = 0.072 (7.2 %).

De igual manera, se obtuvo una grafica (Figura 2), en donde se observan los
valores de deseabilidad individual asociados con la deseabilidad global (D)
seleccionada. Dichos valores fueron daoxa=0.94, drpc=0.52, d7r=0.90, d74=0.63 y doa=
1. Esto indica que la mayoria de las deseabilidades obtenidas estuvieron arriba de
0.63 que es considerable aceptable y bueno (Lopez-Rios et al., 2018). Ahora en lo
referido a la deseabilidad global éptima se aprecia un valor de 0.8, recordando que
para que la deseabilidad global sea favorable debe tener valores 0.8, esto nos indica
qgue la combinacién de variables independientes éptimas (niveles éptimos de inclusion
de las harinas EBCF, FEMPF y HCF) logra resultados favorables para todas las
respuestas. Aunque la mayoria de las respuestas indicaron que la combinacion de las
deseabilidades individuales fue efectiva, se podria sugerir encontrar otra para la
drpc=0.52.

Validacién de las condiciones 6ptimas

Para validar las condiciones oOptimas, se produjeron 3 réplicas de la mezcla
compuesta de las harinas EBCF, FEMPF y HCF (extrusion, secado y molienda por
triplicado de maiz azul, fermentacion, extrusion, secado y molienda por triplicado de
vainas de mezquita, secado y molienda por triplicado de calices de jamaica) con los
mejores porcentajes de inclusion para cada una de ellas [(EBCF (82.8 %), FEMPF
(10 %) y HCF (7.2 %)] para asi obtener las tortillas funcionales. A estas tortillas se les
evalué experimentalmente por triplicado AoxA, TPC, TF, TA y OA. En la Tabla 2
podemos observar los resultados de las variables de respuesta evaluadas
experimentalmente a las tres réplicas de tortillas; cabe mencionar que, los promedios
de los resultados experimentales (Tabla 2) se contrastaron con los valores medios
gue arrojaron los modelos matematicos de prediccion para cada una de las variables
de respuesta [AoxA= 5912 umol equivalentes de Trolox/100g (ps), TPC= 356 mg
equivalentes de acido gélico/100g (ps), TF= 37.7 mg equivalentes de catequina/100g
(ps), TA= 11.7 mg equivalentes de cianidina 3-gluc6sido/100g (ps) y OA= 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 6ptimas (mezcla dptima
de las harinas EBCF, FEMPF y HCF) fueron adecuadas y reproducibles. Asimismo,
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los valores experimentales promedio de cada variable de respuesta analizada
cayeron dentro de los intervalos de confianza teéricos del 95 % creados a partir de la
zona Optima de la Figura 1F, reforzando estadisticamente lo comentado

anteriormente.

Deseabilidad

X,: EBCF

X,: FEMPF

X;: HCF
AoxA

Compuestos fendlicos totales 0.523975

Flavonoides totales 0.907481

Antocianinas totales 0.636304

Aceptabilidad global

Combinada 0.801987

| I 1 |
0.000 0.250 0.500 0.750 1.000

Figura 2. Deseabilidad individual de las respuestas y deseabilidad global de la mezcla
compuesta optimizada.
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Tabla 2. Resultados experimentales de las variables de respuesta evaluadas a partir de tres
réplicas de preparacion de tortillas funcionales utilizando niveles éptimos de inclusién de
EBCF (82.8 %), FEMPF (10 %) y HCF (7.2 %).

Variables de
response !

Resultados
experimentales

Promedio

Desviacion
estandar

Coeficiente de
variacion (CV, %)

AOXA

5960
5847
5901

5902.7

56.52

0.96

TPC

356.3
355.5
356.0

355.9

0.40

0.11

TF

36.8
37.9
38.1

37.6

0.70

1.86

TA

11.8
11.9
11.6

11.8

0.15

1.30

OA

59.2
57.2
56.3

57.6

1.48

2.58

1AoxA = actividad antioxidante (umol eq. de Trolox /100 g), TPC = compuestos fendlicos totales (mg
eg. de acido galico /100 g), TF = flavonoides totales (mg eqg. de catequina /100 g), TA = antocianinas
totales (mg eg. de cianidina-3-glucoésido /100 g), OA = aceptabilidad global de las tortillas.

Conclusiones

La obtencion de los niveles 6ptimos de inclusion de las harinas de maiz azul extrudido
(EBCF), vainas de mezquite fermentado-extrudido (FEMPF) y célices de jamaica (HCF)
a una mezcla compuesta de harinas permitié obtener tortillas funcionales con valores
altos de actividad antioxidante, contenido de compuestos fendlicos totales, flavonoides
y antocianinas totales, asi como, aceptacién sensorial aceptable. Por lo tanto, como
resultado de sus caracteristicas sensoriales, nutricionales, fitoquimicas y antioxidantes,
las tortillas funcionales desarrolladas en esta investigacion son una alternativa viable a
las tortillas elaboradas de solo maiz, las cuales son pobres en nutrimentos,
principalmente en la calidad de sus proteinas, y que actualmente consumen los
mexicanos. Asimismo, estas tortillas funcionales representan una estrategia novedosa
para reducir las enfermedades crénicas degenerativas en México. Sin embargo, en un
futuro es necesario realizar una caracterizacion mas 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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