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1. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar una bebida a base de maiz morado
(Zea mays) con potencial funcional y efecto antioxidante en un modelo in vivo. El
estudio se dividio en dos fases, en la primera fase se caracterizé la composicion
nutricional de la bebida a base de maiz morado mediante un analisis proximal
donde se determind: fibra cruda, carbohidratos totales, grasa, proteina y cenizas,
posteriormente se determind la composicion fisicoquimica en la que se
evaluaron: acidez titulable, pH, color (mediante el sistema de color CIEL-L *a *b
c*y h*), se analizo la actividad microbiolégica por cuenta en placa; asi mismo, se
evaluo la composicion fendlica, flavonoides totales, taninos, antocianinas y la
actividad antioxidante (fraccion libre y ligada) por espectrofotometria UV visible,
en una bebida a base de maiz morado por efecto del almacenamiento durante
30 dias a 4°C. En la segunda fase se evaluo el efecto antioxidante postprandial
de la bebida a base de maiz morado (Zea mays) en 18 participantes en normo
peso, los cuales se asignaron aleatoriamente, 8 voluntarios para el grupo control
(bebida maiz blanco) y 10 para el grupo estudio (bebida maiz morado), se analizé
la capacidad antioxidante en plasma por el método de FRAP y se cuantificaron
los biomarcadores F2-Isoprostano y LDL-ox en plasma por un inmunoensayo
ELISA. Los resultados de la primera fase indicaron la estabilidad a través del
tiempo de la bebida: para el parametro de pH, se observé una disminucién
significativa del dia 0 al 8 (6.15 a 6.01), manteniéndose estable hasta el dia 30,
mientras que el porcentaje de acidez aumentd 0.01% del dia O al dia 4. Los

sélidos solubles totales no mostraron cambios significativos durante el



almacenamiento. Mientras que el color permanecio estable a excepcion de la
coordenada a* la cual indica los cambios de tonalidad rojo/verde, observandose
una disminucion significativa del dia 0 al 4. El tratamiento de pasteurizacion y la
temperatura de almacenaje fueron efectivos, ya que no hubo crecimiento de
bacterias descomponedoras, asi como la ausencia de patdégenos, cumpliendo
con lo establecido en la NOM-218-SSA1-2011. Los fenoles totales mostraron al
dia 0 un contenido de 206.72 + 14.57 mg EAGI/L (40% libres y 60% ligados)
aumentando hasta un 27% al dia 30 de almacenamiento, los flavonoides totales
disminuyeron 24.82% del dia O al dia 4, observandose un aumento de flavonoides
libres del 9.72% libres respecto a los ligados, los taninos condensados
disminuyeron 41 % del dia 0 al dia 4, mientras que el contenido de antocianinas
disminuyé 9% del dia 0 al dia 4 manteniéndose estable hasta el dia 12.
Finalmente, la capacidad antioxidante por los métodos de ABTS y DPPH
aument6 90.84% y 26% respectivamente del dia 0 al dia 4 y para el método de
FRAP se observé una disminucion del 7.45% en el mismo periodo. En la fase II,
los resultados indicaron que el consumo de la bebida control disminuyé
significativamente los niveles de capacidad antioxidante en plasma durante los
primeros 120 minutos después de la ingesta de la bebida (p=0.044), en
comparaciéon con la bebida estudio la cual no presenté cambios significativos
durante 180 minutos, resultando un area bajo la curva (ABC) 4.81 veces menor
en el grupo control vs el grupo estudio. Los resultados obtenidos para el LDLox
en ambos grupos tuvieron una tendencia a aumentar, sin embargo, no presento
diferencia significativa. Mientras que el F2-isoprostano present6 una tendencia a

aumentar en el grupo control (2.56 + 13.89 pg/mL) con respecto al estado basal
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y a disminuir en el grupo estudio (-0.04 + 10.41 pg/mL), sin diferencia significativa
entre tratamientos. Los resultados demostraron que la ingesta de la bebida a
base de maiz morado mejora la capacidad antioxidante postprandial en plasma

en sujetos sanos, sin presentar efecto en los marcadores LDL-ox y F2-isprostano.



2. ABSTRACT

The main objective of this study was to evaluate a purple corn (Zea mays)
beverage as a potential antioxidant in healthy subjects. The study was divided
into two phases, in the first phase the nutritional composition of the purple corn-
based drink was characterized through a proximal analysis where it was
determined: crude fiber, total carbohydrates, fat, protein and ashes, then the
physicochemical composition was determined: titratable acidity, pH, color (using
the CIEL-L * a * b ¢ * and h * color system), the microbiological activity by plate
count was analyzed, as well as the phenolic composition, total flavonoids |,
tannins, anthocyanins and antioxidant activity (free and bound fraction) by visible
uv spectrophotometry, in a purple corn-based beverage due to storage effect for
30 days at 4 ° C. In the second phase, the postprandial antioxidant effect of the
purple conr beverage (Zea mays) was evaluated in 18 participants in normal
weight, which were randomly assigned 8 volunteers to the control group (white
corn drink) and 10 to the study group (drink to purple corn), the antioxidant
capacity in plasma was analyzed by the FRAP method, and the biomarkers F2-
Isoprostane and LDL-ox in plasma were quantified by an ELISA immunoassay.
The results of the first phase indicated the stability over time of the drink: for the
pH parameter, a significant decrease is shown from day 0 to 8 (6.15 to 6.01),
remaining stable until day 30, while the percentage acidity increased 0.01% from
day O to day 4. Total soluble solids did not change significantly during storage.
While the color remained stable except for the a* coordinate which indicates the

changes in red / green hue, observing a significant decrease from day 0 to 4. The



pasteurization treatment and the storage temperature were effective, since there
was no growth of decomposing bacteria, as well as the absence of pathogens,
complying with the provisions of NOM-218-SSA1-2011.The total phenols showed
at day 0 a content of 206.72 + 14.57 mg GAE/L (40% free and 60% bound)
increasing up to 27% at day 30 of storage, the total flavonoids decreased 24.82%
from day O to day 4, being able to observe an increase of free flavonoids of 9.72%
free compared to the bound ones, condensed tannins decreased 41% from day O
to day 4. The anthocyanin content decreased 9% from day 0 to day 4, remaining
stable until day 12. Finally, the antioxidant capacity by the ABTS and DPPH
methods increased 90.84% and 26% respectively from day O to day 4. While by
the FRAP method, a decrease of 7.45% was observed in the same period. For
phase Il, the results indicated that the consumption of the control drink
significantly decreased the levels of antioxidant capacity in plasma during the first
120 minutes after ingestion of the drink (p= 0.044), compared to the study
beverage which did not present significant changes for 180 minutes, resulting in
an AUC 4.81 times lower in the control group vs the study group. The results
obtained for Lox LD in both groups tended to increase, however, there was no
significant difference. While F2-isoprostane showed a tendency to increase in the
control group (2.56 = 13.89 pg/mL), with respect to the basal state and to
decrease in the study group (-0.04 + 10.41 pg/ mL), with no significant difference
between treatments. The results showed that the ingestion of the purple corn-
based drink improved the postprandial antioxidant capacity in plasma in healthy

subjects, without influencing the markers LDL-ox and F2-isprostane.



3. ANTECEDENTES

3.1.Bebidas procesadas

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana 051-SCFI/SSA1-2010 una bebida es
un liquido natural o transformado, que es consumido por los humanos,
proporcionando al organismo nutrientes sin sobrepasar 0.50% en volumen de
etanol (LOpez-Olmedo et al., 2018). Por otro lado, Rivera-Paredez et al., (2018),
mencionan que las bebidas, ademas del agua, son liquidos que los humanos
consumen, a excepcion de comidas y sopas liquidas. Mientras que las bebidas
procesadas azucaradas (BPA) (Tabla 1) son aquellas a las que se les han
agregado edulcorantes (jarabe alto en fructosa, sacarosa, entre otros) que no
provienen naturalmente de ellos lo que ocasiona que su aporte calorico aumente.
Asi mismo, algunas bebidas, ademas de endulzantes caldricos, contienen
edulcorantes considerados como no caloricos (aspartame, sucralosa, etc.) los
cuales han sido relacionados con la modificacion de mecanismos periféricos y
centrales, como son la alteracion en la secrecién de hormonas reguladoras de
mecanismos involucrados en el control de la ingesta y saciedad (Romo et al.,
2017).

Enla ENSANUT 2016 (Encuesta Nacional de Salud y Nutricién de Medio Camino)
se reportd la frecuencia del consumo de bebidas azucaradas por localidad de
residencia a nivel regional y nacional, reportando que entre el 32 y 39.1% de la
poblacion ingiere bebidas azucaradas mas de 4 dias a la semana, el 18.7% tres
veces al mes y un porcentaje menor al 9% menos de una vez o nunca. Las
bebidas que son principalmente consumidas en México son los refrescos, el agua
y los jugos, en el Figura 1 se muestra el porcentaje de consumo de cada uno de
los tipos de bebidas consumidas en los hogares de nuestro pais (no alcohdlicas),
destacando que, alrededor del 96% del gasto de los hogares en bebidas no
alcohdlicas se relaciona con los refrescos, agua y jugos (Meneses-Leon et al.,
2014).



Tabla 1. Clasificacion de las bebidas procesadas azucaradas

Clasificacion Descripcion

Carbonatadas Endulzadas, bebidas carbonatadas,

concentrados y refrescos.

Jugo Jugo a base de frutas o verduras (100%),
con edulcorantes a una concentracion de =
2%.

Néctares Néctares de fruta, vegetales con

edulcorantes, vitaminas y minerales.

Jarabes Concentrados de frutas o saborizantes.
Bebidas en polvo Para diluir.
Té/ café (bebidas frias) listas para Té o café y polvos para dilucion.
beber
Bebidas deportivas Bebidas iso/hiperténicas, con diéxido de

carbono o no, para diluir.

Bebidas energéticas Bebidas gasificadas, que pueden contener
taurina, glucosa, cafeina, vitaminas y

minerales.

Nota. Adaptado de Kregiel, 2015



Figura 1. Consumo de bebidas azucaradas en México.
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Nota. El grafico fue elaborado con informacion de ENSANUT 2016

3.1.1 Composicion y efectos en la salud

Las bebidas procesadas azucaradas representan para la poblacién mexicana la
principal fuente de azucares dietéticos agregados y calorias vacias. La tendencia
actual en el consumo de BPA durante las dltimas décadas sugiere que hay
cambios significativos en el perfil nutricional de la poblacién mexicana (Rivera-
Paredez et al., 2018). Se ha reportado que alrededor del 72.5% de personas
mayores de edad, tienen una predisposicion al sobrepeso y la obesidad,
condiciones que, a su vez, predisponen a padecer padecimientos cronico-
degenerativos, que implican un gasto de hasta el 80% del presupuesto general
de salud. (ENSANUT MC, 2016).

Los problemas de salud, a los cuales ha contribuido en cierta manera el alto
consumo de BPA, han provocado que las empresas procesadoras hayan
evolucionado su portafolio, implementando estrategias como el lanzamiento de

productos con capacidad antioxidante, en los cuales se declara el contenido de
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polifenoles y porcentajes de extractos naturales en sus etiquetas; sin embargo,
las cantidades no han sido justificadas ni sustentadas con evidencia cientifica
para demostrar que existe tal efecto, destacando de manera importante su alto
contenido en azucar y su deficiente aporte nutricio (Tabla 2) (United States

Department of Agriculture, 2018).

Tabla 2. Contenido nutrimental en las principales bebidas consumidas en México.

Producto Energia Azucar Vitaminas Minerales
(kcal) (%)
Fuze tea 68 19 B6: 0.20 mg -
360 mL B12: 0.6 ug
Ocean Spray 50 125 Vit C: 25 mg Ca: 8 mg
Arandano 100 mL K: 71 mg
Del Valle antiox 126 12 - -
250 mL

Nota. Elaboracion propia con datos de la USDA, 2018.

Diversos estudios han indicado que el consumo de una porcion diaria (350 mL)
de bebidas azucaradas por una semana esta asociado con la ganancia de 1 kg
(Stern et al., 2017). Por otro lado, en un estudio realizado en San Francisco,
California en poblaciébn mexicanoamericana, se estudié el consumo de bebidas
azucaradas y su relacion con la obesidad, obteniendo como resultad que mas del
20% de la poblacion estudiada sufria de sobrepeso y un 31% de obesidad. Asi
mismo, el consumo de este tipo de bebidas ha sido asociado con el desarrollo de
patologias que se caracterizan por inflamacioén crénica debido al aumento del
tejido adiposo, produciendo moléculas proinflamatorias que pueden ser

estimuladas por mecanismos enddgenos y exdégenos (Beck et al., 2014). Los



procesos inflamatorios que estan presentes en el tejido adiposo de sujetos con
obesidad, la cual es una enfermedad multifactorial que se caracteriza por una
acumulacion excesiva de grasa en el tejido adiposo, desencadenan una
generacion excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS), activando las vias
de sefalizacion proinflamatorias y sensibles al estrés, que, a su vez, modulan los
niveles de expresion génica de varias citoquinas proinflamatorias que alteran la
secrecion de insulina. Ademas, las ROS pueden alterar las respuestas
antioxidantes del organismo al estrés oxidativo (Bousova et al., 2015).

3.1.2 Estrés oxidativo y su asociacién con patologias crénicas

En condiciones fisiolégicas normales, todas las células del cuerpo estan
expuestas cronicamente a oxidantes de fuentes enddgenas y exdgenas; sin
embargo, el mecanismo intracelular de "tampon redox" proporciona una
proteccion significativa principalmente por la red antioxidante. La alteracion en el
equilibrio prooxidante-antioxidante conduce a un estrés oxidativo (Gouda et al.,
2016). De la misma manera, los procesos inflamatorios que estan presentes en
el tejido adiposo obeso desencadenan una generacion excesiva de especies
reactivas de oxigeno (ROS), activando asi las vias de sefalizacién
proinflamatorias y pueden alterar las respuestas del organismo al estrés oxidativo
(BouSova et al., 2015).

El rol de la captaciéon de los radicales libres en la oxidacion de los componentes
de la pared celular, es de gran importancia para enfermedades cardiovasculares
debido a que los lipidos son susceptibles a la oxidacién gracias a su estructura
molecular y su reaccién con dobles enlaces. Algunos alimentos funcionales como
las frutas y vegetales con alto contenido de compuestos fendlicos se han
asociado con diferentes beneficios a la salud, como la prevencion de
enfermedades cardiovasculares, cancer, diabetes, procesos inflamatorios y
enfermedades neurodegenerativas, debido a los diversos mecanismos de los
compuestos fendlicos que limitan el estrés oxidativo (Azofeifa et al., 2016). Para

el monitoreo del estado oxidativo, se emplean “biomarcadores” los cuales son
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indicadores de un estado bioldgico, que se pueden cuantificar para proporcionar
informacion sobre el estado de salud o la progresion de una patologia; indicando
cambios fisioldgicos o respuestas a un tratamiento. De tal manera que se pueden

emplear enzimas, sustancias biologicas, expresiones genéticas.

3.1.3 LDL-ox

El LDL oxidado (LDL-0x) se forma a partir de la modificacion oxidativa de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), en donde se acumulan en el espacio
subendotelial extracelular de las arterias y sufre una modificacion oxidativa, la
cual desencadena eventos proaterogénicos, en los que las células vasculares
locales son estimuladas por LDL-ox para producir proteina quimiotactica de
monocitos 1 (MCP-1) y factores estimulantes de colonias de granulocitos y
macrofagos que promueven el reclutamiento de monocitos hacia el endotelio,
seguido de la conversién a macrofagos en la pared arterial, el reclutamiento de
las células mononucleares sanguineas hacia el endotelio es estimulado por una
expresion inducida por citocinas y moléculas de adhesion a la superficie de las
células endoteliales (Noratto, et al., 2017). La oxidacion de LDL se estimula aun
mas por la acumulacién de monocitos y macrofagos, provocando la modificacion
del componente de la apolipoproteina B de LDL, aumentando el reconocimiento
de los receptores captadores en los macréfagos y la captacion de LDL, formando
células espumosas. Como consecuencia a esto se da como resultado la
maduracion de la lesion aterosclerética y la precipitaciéon de eventos como la
proliferacion de la intima, fibrosis, degradacion de la matriz, rotura de la placa y
trombosis (Kris-Etherton, et al., 2004).

Algunas de las ventajas de este biomarcador, son su alta reproducibilidad en
muestras congeladas, asi como su cuantificacion en plasma para su correlacion
con enfermedades clinicas, asi mismo puede ser predictor de enfermedades
cardiovasculares en poblacion sana (Muid, et al.,, 2019). Ademas, existe
evidencia que sustenta que el consumo de alimentos con un alto contenido de

compuestos fendlicos ayuda disminuir la oxidacion de LDL, asi como el consumo
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de suplementos como vitaminas antioxidantes, alfa tocoferol, acido ascoérbico, B
caroteno, acidos grasos (Vlad, et al., 2019). Frutas como los arandanos, la mora
azul, vegetales, bebidas como algunos tés, vino tinto, entre otros, son ricos en
compuestos fenolicos y han demostrado tener un efecto antioxidante debido a su
alto contenido de flavonoides (Lapointe, et al., 2006). El mecanismo relacionado
a la disminucion de la oxidacion de LDL, se ha asociado principalmente a
compuestos fendlicos como los flavonoides, los cuales estan formados por
estructuras en forma de anillos aroméaticos ligados a tres carbonos que forman
un heterociclo oxigenado. Estos pueden actuar a través de diferentes vias, una
de ellas es la quelacion de metales y la captacién de radicales libres, como la
quelacion del hierro y el cobre por los grupos carbonilo e hidroxilo de los
flavonoides, previniendo la peroxidacion lipidica (Sarker & Oba, 2019). También,
pueden actuar como terminadores de radicales libres donando electrones para
producir compuestos estables, ya que son captadores de radicales hidroxilos y

peroxilo, asi mismo, eliminan los radicales superoxidos (Cook & Samman, 1996).

El papel de los compuestos fenélicos sobre la oxidacion lipidica se pudo observar
en un estudio realizado sobre el consumo de 600 mL/dia de una bebida de
chocolate, donde se pudo evidenciar la disminucion significativa de las
concentraciones de LDL-0x en sujetos sanos después de dos semanas de haber
ingerido la bebida, se observo que el consumo de 80 g de chocolate semiamargo
disminuye la oxidacién de LDL en plasma, por lo que se atribuy0 este efecto a la
capacidad de los polifenoles de inhibir la produccion de peroxido de hidrégeno y
el anién superoxido en humanos, posiblemente por la captacion de especies
reactivas al oxigeno (Kris-Etherton et al., 2002). Haddad et al., (2014), reportaron
gue el consumo de una bebida de nuez de castilla (95 g/250 mL) disminuyé 8
veces la concentracion de LDL-ox en el grupo estudio comparado con el control

durante la hora 8 postprandial.
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3.1.4 F2-Isoprostano

Otro biomarcador es el F2-isoprostano (F2-1so), el cual en altas concentraciones
se ha asociado a enfermedades como la hipercolesterolemia, diabetes mellitus,
obesidad e hiperhomocisteinemia en personas fumadoras (Wu et al., 2004). Este
biomarcador pertenece a la familia de las prostaglandinas, las cuales son
generadas a partir de la peroxidacion del acido araquidonico, un &cido graso
presente en los fosfolipidos de la membrana celular (Morrow et al., 1992). La
generacion de isoprostanos a partir del acido araquidonico es independiente de
la enzima ciclooxigenasa, que cataliza la formacion de prostaglandinas a acido
araquiddnico, son llevados de la membrana celular a la circulacion mediante
fosfolipasas, posterior a esto pueden ser cuantificados en érganos, sangre y
orina. Los F2-lIsoprostanos son llamados de esta manera, ya que contienen
anillos del tipo “F”, son los mas estables de la familia de los isoprostanos, por lo
gue muestran ser un marcador potencial ya que en diversos estudios se ha
relacionado los niveles de isoprostanos en plasma y orina con el estrés oxidativo
(Ho et al., 2013).

En estudios dietéticos se ha observado como este marcador disminuye en
plasma después de la ingesta de alimentos con perfil alto en compuestos
fendlicos. Vetrani et al., (2018), en una intervencion nutricional con una dieta rica
en polifenoles, reportaron que el consumo de 78 mg/kg al dia de antocianidinas
disminuye -0.309 ng/Kg al dia la concentracién de F2-IsoPs urinarios, indicando

una mejoria en el estado oxidativo.

3.2 Bebidas funcionales

En la actualidad, el desarrollo de alternativas a las BPA, ha sido un tema de
impacto en el area de desarrollo de nuevos productos y de la salud en conjunto
ya que las BPA, debido a su alto contenido cal6rico y su deficiente aporte de
nutrimentos esenciales para el buen desarrollo del cuerpo humano, se asocian

con el desarrollo de enfermedades cronicas no transmisibles, lo que se ha
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convertido en una fuerte problemética para las autoridades nacionales y en un
reto para la comunidad cientifica y del area de salud publica (Paredes et al.,
2015).

El término “alimento funcional” surgié en Japdn en el afio 1984, destacando los
nutrientes presentes en el alimento, la calidad sensorial, fortificacion y
modulacién que puede mejorar el estado de salud o la reduccion de riesgo de
enfermedad (Shahidi F., 2009).

En general, los componentes de una bebida funcional pueden ser:
- Naturales, no modificados.

- Mejorados mediante el desarrollo de cultivos, reproduccion o medios
biotecnolégicos.

- Agregados.

- Removidos por medios tecnolégicos o biotecnolégicos para que

proporcione beneficios que no estan disponibles de otra manera.

- Reemplazados por un componente alternativo con propiedades

favorables.
- La modificacién de componentes por enzimas o algin proceso quimico.

- Con una modificacion para aumentar la biodisponibilidad de sus

componentes.

- Combinacion de los métodos mencionados anteriormente (Guillon et al.,
2011).

El consumo de bebidas funcionales y medicinales es muy importante en la vida
diaria de los humanos, tomando en cuenta los componentes bioactivos que
forman parte de las bebidas, los cuales tiene una amplia gama de efectos
farmacoldgicos que se insertan en la dieta cotidiana. Hoy en dia, las bebidas

funcionales mas consumidas se obtienen de las hojas de Camellia sinensis y del
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procesamiento del grano de café, y contienen diferentes clases de polifenoles y

acidos fendlicos en su composicion fitoquimica (Valduga et al., 2018).

3.2.1 Té verde (Camelia sinensis)

El té verde es considerado la segunda bebida de mayor consumo, solo después
del agua. El té verde se caracteriza por contener una cantidad abundante de
polifenoles, alrededor de 30-42% de su peso en sélidos. Su principal componente
son las catequinas epicatequina, epicateuina galato, epigalocatequina y
epigalocatequina galato (Taylor et al.,, 2009). En afios recientes, ha sido
estudiada la relacion entre el consumo del té verde y la prevencion de diversos
trastornos, incluyendo la diabetes. En un estudio prospectivo de cohorte de
38,176 participantes, realizado en la Universidad de Harvard se observé una
disminucién de riesgo en la diabetes tipo dos, con el consumo de por lo menos
tres tazas por dia de té verde (Song et al., 2013). Por otro lado, en Japén se
reportd la actividad antidiabética en un estudio realizado en 17,413 participantes
que consumieron té verde relacionandolo inversamente con el riesgo de contraer
diabetes (Angeles et al., 2017).

3.2.2 Vino tinto

El vino tinto es una bebida caracterizada por su composicion quimica, en la que
después del agua, sus principales componentes son el etanol, dioxido de
carbono, glicerol, azucares, polisacéaridos, alcoholes y los compuestos fendlicos
(2143 mg/L EAG). Dentro de los principales componentes fenélicos del vino tinto
un 85% esta conformado por flavonoles y antocianinas. Se han atribuido diversos
beneficios para la salud al consumo del vino tinto, por un lado, se ha observado
gue el consumo de comida alta en grasa predispone al deterioro de la funcion
endotelial, sin embargo, el consumo de vino tinto una vez a la semana durante 4
semanas, disminuye estos dafios en hombres sanos (Snopek et al., 2018). Por

otro lado, en el Centro de Investigacion Europeo de Cancer y Nutricion, realizaron
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un estudio de cohorte con una duracién de 8 a 10 afios, en mujeres y hombres
de entre 35 y 56 afos, asociaron el consumo moderado de vino tinto, (4 vasos
por semana), con una menor incidencia del desarrollo de Diabetes Tipo Dos
(Cullmann et al., 2012). Muchos estudios han relacionado estos efectos a la salud
por la capacidad antioxidante de los polifenoles presentes en el vino tinto,
mientras que otros reportan que la bioactividad de los polifenoles en cuanto a las
propiedades antiinflamatorias y vasodilatadoras, impactan directamente por la
sefalizacion celular y modulacién de la microbiota en el colén (Fagundes et al.,
2013).

El efecto benéfico del consumo del vino tinto se ha atribuido principalmente a su
porcion no alcohdlica, que tiene propiedades antioxidantes y una amplia variedad
de compuestos fendlicos, generalmente llamados polifenoles. Los compuestos
fendlicos del vino pueden prevenir o retrasar la progresion de las enfermedades
intestinales caracterizadas por el estrés oxidativo y la inflamacién, especialmente
porque alcanzan concentraciones mas altas en el intestino que en otros tejidos.
Dichos compuestos actian como supresores de radicales libres y moduladores
de genes especificos relacionados con la inflamacién que participan en la
sefializacion redox celular. Ademas, la importancia de los polifenoles del vino ha
sido destacada recientemente por su capacidad para actuar como prebiéticos y

agentes antimicrobianos (Fagundes et al., 2013).

3.2.3 Cafe

El café es una de las bebidas més consumidas en el mundo. La relacion entre el
consumo frecuente de café y las enfermedades cardiovasculares ha sido
estudiada ampliamente. Esta bebida contiene una importante cantidad de
componentes fendlicos (200-550 mg/taza) los cuales han sido caracterizados por
poseer actividad antioxidante, el acido clorogénico pertenece a la familia de
ésteres que se forman por el acido quinico y acido cinamico, asi como acido
cafeico, ferulico y p-cumarico. De los &cidos clorogénicos, el &cido 5-

cafeoilquinico es el isomero mas abundante en Café (Natella et al., 2007). Los
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componentes del café, particularmente los &acidos hidroxicinamicos, protegen
contra la aterotrombosis y el desarrollo de lesiones ateroscleroéticas a través de
los mecanismos de proteccion endotelial, que suprimen el estrés oxidativo
(Miranda et al., 2017). Se ha observado una disminucion de la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) tras el consumo de café, este efecto puede
explicarse debido a que el contenido fendlico puede interactuar neutralizando las
especies reactivas de oxigeno. La ingesta de polifenoles reduce la susceptibilidad
oxidativa de las LDL y sus constituyentes, como la vitamina E y la fosfatidilcolina,
lo que indica un papel antiinflamatorio en condiciones fisiopatolégicas. Estos
hallazgos indican que las dietas ricas en antioxidantes pueden retrasar el inicio y
la progresion del proceso de la enfermedad aterosclerética de dos maneras
distintas y relacionadas (Natella et al., 2007).

3.3 Componentes bioactivos en los alimentos

3.3.1 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos pertenecen a un grupo diverso de metabolitos
secundarios que producen las plantas, se encuentran en una gran variedad de
alimentos, son conformados por un anillo aromético, unidos a uno 0 mas grupos
hidroxilo, asi como como: esteres, glucésidos, entre otros (Vermerris & Nicholson
2009).

Figura 2. Anillo aromético presente en compuestos fendélicos

OH
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3.3.2 Clasificacion

Una gran variedad de compuestos, pertenecen al grupo de los compuestos

fenolicos, identificandose mas de 8,000 moléculas con estructura fendlica

(Spencer et al., 2004). Estos compuestos se pueden clasificar de acuerdo con el

namero de carbonos en la molécula (Tabla 4).

Tabla 3. Clasificacion de los compuestos fendlicos.

Estructura Clase
Cs Compuestos fendlicos simples.
Cs —C1 Acidos fendlicos.
Ce —C2 Acetofenonas y acidos fenilaceticos.
Ce —Cs Acidos cinamicos, aldehidos
cinamilicos, alcoholes cinamilicos.
Ce —C3 Cumarinas, isocumarinas, cromonas.
Cis Chalconas, auronas, dihidrocalconas
Cis Flavonas, Flavones, flavanones,
flavanoles, antoocianidinas,
antocianinas.
Cao Biflavoniles

Cs-C1- C6-Ce-C2-Cs

C6-C10- Cua

Cis

Benzofenonas, xantonas, estilbenos.
Quinonas.

Betacianinas.
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Estructura Clase

Lignanos, neolignanos Dimeros u oligomeros

Taninos Oligomeros o polimeros.

Nota. Adaptado de Vermerris & Nicholson, 2009.

3.3.3 Compuestos fendlicos libres y ligados

Los compuestos fendlicos existen tanto en forma soluble o insoluble (ligada) en
células vegetales. En el primer grupo estan los fenoles libres, glucosilados y
esterificados que se ubican en mayor cantidad en las capas externas de los
granos (pericarpio, testa y células de aleurona), mientras que su concentracion
es menor en el endospermo (Yu et al.,, 2001). En contraste, los compuestos
fendlicos ligados, estan unidos por enlaces covalentes tipo éster a componentes
de la pared celular como celulosa, hemicelulosa, lignina, pectina, etc. Estos
compuestos no son absorbidos en el intestino delgado, debido a la ausencia de
enzimas que puedan hidrolizar los enlaces de union entre ellos, por lo tanto, la
mayor parte de ellos pasan al intestino grueso donde son metabolizados por la
microbiota intestinal para producir compuestos de menor peso molecular (Inglett
& Chen 2011). Por lo tanto, para su cuantificacion se requieren condiciones
especificas, como la alcalinidad, para que permitan la ruptura de los enlaces que
rodean a la matriz (Urias-Orona et al., 2016).

3.3.4 Propiedades antioxidantes

Los radicales libres representan especies quimicas reactivas que poseen un
electron no pareado en la orbita externa, los radicales de nitrogeno y radicales
de oxigeno actuan como agentes oxidantes. Pueden producirse por una variedad
de mecanismos en el organismo, conocidos como dafios oxidativos, y su

produccion descontrolada puede ser perjudicial para las biomoléculas, células,
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tejidos y organos del cuerpo (Riaz et al., 2018). Los primeros mecanismos de
defensa de los antioxidantes vegetales contra el dafio oxidativo son aquellos que
disminuyen la presencia de radicales oxidativos libres y los que inhiben o
capturan los radicales. Una primera “linea de defensa” esta representada por los
antioxidantes de bajo peso molecular que incluyen una gran variedad de
moléculas que forman parte de los productos dietéticos (polifenoles, tocoferoles,

retinoles) (Gagniére & Bonnet, 2017).

En el Instituto de Investigacion Animal y Alimentos en Polonia, se realizé un
estudio en murinos donde se afiadi6 a su dieta un extracto de fresa, lo cual ejercio
modificaciones favorables como la disminucién del nivel de peroxidacién de
lipidos y un mayor efecto antiinflamatorio en muestras de suero sanguineo
(Fotschki et al., 2018). Por otro lado, en un estudio llevado a cabo en el Centro
de Investigaciéon Nacional de Nutricion y Alimentos en Egipto, se realizé una
intervencién nutricional en 35 pacientes sanos con mezclas de jugo de granada
(150-250 g por dia) y una bebida a base de arroz y probitticos (denominada
sobya), se logr6 observar efectos sinérgicos positivos, el jugo de granada mostro
una mejora en el estado antioxidante en los participantes al reducir el dafio
oxidativo en los lipidos al disminuir los especies urinarias que reaccionan con el
acido tiobarbittrico (TBARS) urinarios y mejorar los mecanismos antioxidantes;
mientras que la bebida “sobya” fermentada con probioticos estimula la actividad

Glutatién-S-Transferasa GST de los eritrocitos (Gouda et al., 2016).

3.4 Maiz (Zea mays)
3.4.1 Generalidades

En México, como representante de origen del maiz (Zea mays L.), este cultivo
constituye la base principal de gran parte de su cultura indigena (Gonzalez,
2015). La estructura del grano de maiz se compone de endospermo (82—-83%),
germen (10-11%), pericarpio (5-6%) y pedicelo (0.8-1.0%) (Figura 3). El
pericarpio es la capa externa que se caracteriza por un alto contenido de fibra
cruda, que consiste principalmente en hemicelulosas, celulosa y lignina. El
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pericarpio y la tapa de la punta constituyen una pequefia porcion de los lipidos
totales del nucleo, el endospermo estd compuesto por una gran cantidad de
células, cada una llena de granulos de almidén incrustados en una matriz
continua de proteinas. La pared celular esta formada por polisacaridos sin
almidon (B-glucano y arabinoxilano), proteinas y acidos fendlicos. El grano de

maiz tiene dos tipos de endospermo: harinoso y cérneo (Narpinder et al., 2014).

Figura 3. Estructura del grano de maiz.

Endospermo

Germen

Pedicelo

El grano de maiz tiene un contenido de proteinas del 8-11.5%, de almidon 68-
74% vy grasa 4-5.5%, a su vez, contiene compuestos bioactivos, como:
carotenoides, antocianinas y compuestos fendlicos, los cuales se caracterizan
por tener propiedades que promueven la salud y disminuyen el riesgo de
enfermedades cronicas no transmisibles (Narpinder et al., 2014). En los
genotipos de maiz pigmentados, la mayor concentracion de antocianina esta
presente en la porcién de pericarpio, mientras que la capa de aleurona contiene

pequefas cantidades (Moreno et al., 2005).
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3.4.2 Produccion de maiz

México representa el octavo lugar en producciéon mundial de maiz, en 2017
exportd a paises destacando a Venezuela (58%), Kenia (33%) y Estados Unidos
(4%), entro otros (6%), ubicando a México dentro de los principales 10
exportadores del maiz a nivel mundial. Se sabe que la produccién de este cultivo
ronda entre los 27.8 mil millones de toneladas en el pais por afio. Se sembraron
aproximadamente 7.5 millones de hectareas, debido a que el territorio posee
condiciones adecuadas para sembrar este cultivo, produciéndose maiz en los 32
estados de la Republica Mexicana. De acuerdo con los indicadores principales
de produccion, Nuevo Ledn como miembro de la zona norte, ocupa el segundo
lugar de produccionn de maiz, predominando el maiz de riego con un mayor
rendimiento, seguido por el maiz de temporal. EI maiz morado esté asociado con
mejor sabor de subproductos como las tortillas, sabor dulce y textura suave del
elote, facil desgrane; sin embargo, presenta una dificil comercializacién por la
preferencia de las variedades blancas y amarillas por su utilizacibn como materia

prima para la elaboracién de tortillas (Gutiérrez & Rodriguez, 2008).

3.4.3 Variedades del maiz (Zea mays)

El maiz ha sido estudiado debido a su variabilidad (Lopez et al., 2009). De
acuerdo con el estudio realizado por La Comision Nacional para el Conocimiento
y Uso de la Biodiversidad (CONABIO) en el 2012, las principales variedades
segun la raza son las siguientes:

- Tuxpefo Nortefio

- Tuxpefo

- Conico Nortefio

- Tabloncillo

- Tablilla de Ocho

- Celaya
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Por otro lado, alrededor del 48% del maiz cultivado en Nuevo Leon pertenece al
maiz pinto amarillo (granos blancos o blanco cremosos con amarillos en las
diversas tonalidades), seguido por el blanco cremoso con 18.7%, el pinto morado
(granos blancos o blanco cremosos con granos azules o rojos en sus diversas
tonalidades) registré en 17.3%, los maices amarillos y rojo oscuros 5.3% cada
uno y los colores menos frecuentes fueron el blanco y el azul (incluye el azul

oscuro) con 2.7% cada uno (Figura 4) (Gutiérrez & Rodriguez, 2008).

Figura 4. Cultivos de tipos de maiz nativos del estado de Nuevo Le6n. Adaptado
de Gutiérrez & Rodriguez, 2008.
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3.4.4 Composicién fendlica y actividad antioxidante de las principales

variedades de maiz en México

Se ha observado que las diversas variedades de maiz poseen diferentes

actividades y perfiles antioxidantes. Estudios han reportado biocomponentes en
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los cuales se han identificado compuestos fendlicos totales, antocianinas y acido
ferulico (Harakotr et al., 2014).

En un estudio realizado en el Instituto Tecnolégico de Veracruz, México, se
cuantifico la capacidad antioxidante y contenido fitoquimico (fendlico total,
antocianinas y acido ferulico) (tabla 4) en 18 variedades de maiz mexicano. De
acuerdo con la tabla 4, el contenido fendlico total varié de 215.9 a 3400 mg de
acido galico/ 100 g de harina de grano, mientras que el contenido de antocianinas
vario de 1.54 a 850 mg de equivalentes de cianidina-glucésido/100 g de harina
de grano entero. La mayoria de los compuestos se encuentran de manera ligada,
mientras que las antocianinas fueron de los principales compuestos fendlicos
libres, asi mismo se identificd6 que las variedades color purpura tuvieron mayor
contenido de antocianinas y exhibieron una mejor actividad antioxidante (Lopez-
Martinez et al., 2009).

Tabla 4. Composicion fendlica de 4 variedades de maiz

Contenido fenolico* Antocianinas** Acido fertlico***
Color
Total Libres Ligados Total Libre Ligado
Amarillo 551 104 447 70.2 140 2.01 138
Blanco 170 33.4 136 1.54 148 1.57 146
Morado 3400 680 2720 850 153 1.96 151
Rojo 465 82.3 384 85.2 153 2.02 151

Nota. Los valores son *expresados en mg de acido galico/100 g de muestra; **mg
de cianidin-3-glucosido/100 g de muestra; ***mg de acido ferulico/100 g de
muestra. Adaptado de (Lopez-Martinez et al., 2009).
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3.4.5 Fibra dietaria

Se ha observado que el maiz contiene fibra dietaria, principalmente por presentar
alto contenido de hemicelulosa y celulosa. En un estudio realizado en Polonia,
realizaron formulaciones altas en fibra producidas a partir de maiz deshidratado
obteniendo un rango de entre 89.9 a 93.2 g/100 g de fibra total, en donde las
fracciones de fibra primarias estaban conformadas por hemicelulosas y celulosas
(43.5 g/100 g y 34.4 g/100 g respectivamente).

La fibra dietaria, se considera como la parte del alimento que se altera por la
digestidon y es categorizada como soluble o insoluble. Por un lado, la fibra soluble
es fermentada en el colon, absorbe el agua formando un gel después de la
digestion, funcionando como un ablandador, facilitando el transito fecal (Axelrod
& Saps, 2018). Estd compuesta de polisacaridos, como [-glucano vy
arabinoxilano, puede formar soluciones viscosas. El aumento de la viscosidad en
el intestino ralentiza el transito intestinal, retrasa el vaciado gastrico y ralentiza la
absorcién de glucosa y esteroles por el intestino. La fibra soluble viscosa puede
reducir el colesterol sérico, la glucosa en sangre postprandial y los niveles de
insulina. Por otro lado, la fibra insoluble contiene lignina y polisacaridos sin
almidon y su fermentacion esta limitada. A pesar de que la lignina no es un
polisacarido, es un biopolimero fendlico lipofilico que puede absorber los acidos
biliares, tienen una alta capacidad de retencion de agua, lo que contribuye a

aumentar el volumen fecal (Manthey et al., 1999).

En un estudio realizado en Serbia, donde participaron 47 sujetos (hombres y
mujeres) con desordenes metabdlicos de la glucorregulacion y dislipidemia,
fueron divididos en dos grupos, un grupo control en el que se incluy6 en su dieta
almidon resistente y el grupo de estudio al que se agreg6 fibra, ambos grupos
consumieron >25 g/dia durante 12 meses. Como resultados se pudo observar
gue, en el grupo al que se afiadié alimddn resistente, hubo uma disminucion del
LDL 4.21 — 3.55 mmol/L mientras que, en el grupo que incluyé fibra en su dieta,
se pudo observar una caida significativa en la glucemia después de la prueba de
tolerancia oral a la glucosa de 2 h (7.93 vs 6.96 mmol /), confirmando que la
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intervencion en el estilo de vida incluyendo cambios en el régimen dietético podria
ser beneficiosa en la glucorregulacion y los lipidos (Dodevska et al., 2015). Por
otro lado, en un estudio realizado por la Universidad de lllinois en pacientes con
obesidad, se observé que el consumo de fibra dietaria soluble logré reducir el
peso corporal, el indice de masa y la repuesta de la insulina, favoreciendo
mejoras antropomeétricas y metabdlicas (Thomson et al., 2017). En otro estudio
realizado en China, se observaron los efectos de la interaccién del B-Glucano de
cebada y los polifenoles del té verde en una bebida administrada en ratas, se
observd una concentracion menor en los niveles de glucosa en sangre (150 mM),
comparado contra el control normal (25 mM), al igual que la concentracién de
LDL, la cual obtuvo una concentracién 3 veces menor a la del grupo control (Gao
et al.,, 2012). Existe una gran diversidad de fuentes de fibra dietaria soluble e
insoluble (tabla 5), como lo es en la goma acacia, alginatos, fibra de manzana,
carboximetil celulosa, fructooligosacaridos, fibra de arroz, almidén del maiz, entre

otros.

Tabla 5. Principales fuentes de fibra

Tipo de fibra Alimento fuente
Celulosa Plantas (vegetales, granos)
Hemicelulosa Cereales y granos
Lignina Plantas
Quitina, quitosano Hongos, levaduras, invertebrados
Almiddn resistente Plantas (maiz, papas, granos, legumbres,
platano)
Curdlan Fermentacion bacteriana
B-glucano Granos (avena, cebada, centeno)
Pectina Frutas, vegetales, legumbres, papa
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Tipo de fibra Alimento fuente

Gomas Semillas de plantas (guar), extractos de algas
(carragenanos, alginatos), extractos de plantas
(goma acacia, goma karaya), gomas microbianas

(xanthan)
Inulina Achicoria, alcachofa de jerusalén, cebolla, trigo
Oligosacaradiso Varias plantas, producidas sintéticamente

(polidextrosa, maltrodextrina resistente,
fructooligosacéridos, galactooligosacaridos,
lactulosa)

Nota. Adaptado de (Sun, 2017)

3.4.6 Maiz morado como alimento funcional

Se ha demostrado que los pigmentos hidrosolubles (antocianinas) pueden
emplearse en la industria con la finalidad de enriquecer el producto funcional,
agregando un posible beneficio a la salud. Ademas, se ha observado que un
consumo frecuente de antocianinas puede traer consigo multiples beneficios a la
salud, como la regulacién de la glucosa y aumento de la capacidad antioxidante

en plasma (Guillén-Sanchez et al., 2010).

En un estudio realizado en Perl, se observé que se disminuyd el nivel del
contenido de colesterol total en las ratas hipercolesterolemicas que recibieron
tratamiento con diferentes dosis del extracto hidroalcohdlico atomizado de maiz
morado (250, 500 y 1000 mg/kg) aplicado oralmente durante dos meses,
obteniendo diferencias significativas en los niveles de triglicéridos y colesterol
HDL (Lipoproteinas de alta densidad). A mayor dosis de extracto se encontré una
mayor reduccion de radicales libres, con la dosis de 1000 mg/kg se redujo en
56,4% los niveles de malondialdehido. Asi mismo, se ha reportado que el
consumo diario de extracto hidroalcohdlico de maiz puede disminuir los niveles
de colesterol total y aumentar la capacidad antioxidante (Arroyo et al., 2007). Otro

estudio in vitro realizado en Corea revel6 que los componentes fendlicos
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presentes en el maiz morado, primordialmente las antocianinas, disminuyeron la
inflamacion de los glomérulos del rifidn, los cuales se encargan de la filtracion de
desechos y liquidos, en su mayoria agua, para que puedan asi pasar al tubulo y
finalmente producir orina (Li et al., 2012).

Por otro lado, también se ha observado que la funcion neuronal y cognitiva de
ratas de laboratorio mejoraron a través de la suplementacion nutricional con
extractos de arandanos y fresas las cuales se ha demostrado que contienen
hasta 106 mg de acido elagico y 78 mg de antocianinas expresadas como mg

equivalentes de cianidin-3-glucosido (Moreno, 2005).

3.4.7 Bebida a base de maiz morado

México es el centro de origen y diversificacion del maiz, debido a esto, es
importante para la dieta, la sociedad, la cultura y la economia de este pais.
Algunos tipos de maiz mexicano son genotipos nativos que producen granos
amarillos, negros, morados, azules, rojos y naranjas. Las propiedades
organolépticas del maiz morado han permitido que pueda ser utilizado para
producir bebidas tradicionales (atoles, bebidas fermentadas y no fermentadas).
Se ha demostrado que algunos tipos de maiz pigmentado entre ellos el maiz
morado, tienen propiedades nutracéuticas gracias a su contenido de compuestos
fendlicos y su capacidad antioxidante. Las investigaciones cientificas demuestran
que la composicibn del maiz morado puede emplearse en las industrias
farmacoldgicas y alimentarias para obtener un producto de alto valor agregado.
Debido a estas caracteristicas Rodriguez-Salinas et al., (2019), desarrollaron una
bebida a base de maiz morado, como uso alternativo del cultivo, otorgandole un
valor agregado; la cual se caracteriza por su contenido mineral (Tabla 6) y

composicion fendlica (Tabla 7).
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Tabla 6. Composicion mineral de la bebida a base de maiz morado

Parametro Resultado
Calcio 204.96 £ 6.42

Magnesio 37.58 +1.26
Potasio 97.39 £ 3.49
Sodio 200.43 £1.32
Fosforo 160.97 + 16.77
Azufre 83.76 £ 5.08

Nota. Adaptado de Rodriguez-Salinas et al., 2018.

De acuerdo con la composicion de la bebida a base de maiz morado se observé

gue tiene un alto potencial nutracéutico, debido a estas caracteristicas, se tomo

como base para evaluar el efecto antioxidante de los compuestos bioactivos

presentes en la bebida en un modelo in vivo y asi poder categorizarlo como un

producto funcional en beneficio de la salud.

Tabla 7. Composicién fendlica y capacidad antioxidante de la bebida a base de

maiz morado.

Parametro Resultado
*Fenoles totales 120.95
**Elavonoides totales 70.36
***Antocianinas totales 1.32
****Capacidad antioxidante 384.78
****Capacidad antioxidante ABTS 449.30
****Capacidad antioxidante FRAP 566.67

Nota. *Expresado en mg GAE L?; ** mg CatE L, *** mg C3GE L*?; **** ymol TE

Lt Adaptado de Rodriguez-Salinas et al., 2018.
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4. Planteamiento del problema

En los dltimos afios se ha incrementado el interés dentro del area cientifica en
torno al estudio del consumo de bebidas con alto contenido cal6rico y deficientes
en aportes nutritivos, particularmente porque el consumo de este tipo de bebidas
procesadas, se ha relacionado con el desarrollo de enfermedades cronicas no
transmisibles como lo la diabetes, hipertensién, obesidad y sobrepeso (Denova-
Gutiérrez et al., 2008). La encuesta nacional de salud reporté que mas de un 33%
de la poblacion mexicana consume bebidas azucaradas a diario, mientras que el

30% lo hace varias veces a la semana (Tschann et al., 2014).

El consumo prolongado de bebidas procesadas y de bajo aporte nutrimental,
repercute de manera negativa en el estado nutricio de los consumidores,
propiciando el desarrollo de enfermedades crénicas (Stern et al., 2017). Segun
una revision sistematica, entre 42.5 y 51.8 millones de nifios de 0 a 19 afos se
ven afectados por la obesidad en América Latina, es decir, aproximadamente el
20-25% de la poblacion, siendo México el pais donde se presenta la mayor
prevalencia de sobrepeso y obesidad en la region (Paredes et al., 2015). Un
problema de esta magnitud exige una accion inmediata para detener su progreso.
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda la implementacion de
intervenciones multifactoriales a diferentes niveles para prevenir y atacar las

condiciones de propagacion del sobrepeso y la obesidad en la poblacion.

Como una alternativa a este tipo de bebidas y aprovechando uno de los cultivos
subutilizados de la zona sur de Nuevo Ledn, se desarrollara y evaluara el efecto
antioxidante en un modelo in vivo de una bebida a base de maiz morado, el cual

se caracteriza por su alto contenido de nutrientes y compuestos fenolicos.
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5. Justificacion

En la actualidad el consumo de bebidas azucaradas procesadas en México es
uno de los principales factores para el desarrollo de enfermedades cronicas no
transmisibles. Por ello, durante los dltimos afios dentro de la comunidad
académica y cientifica, se ha incrementado el interés en el estudio de alternativas

a este tipo de bebidas como lo son las bebidas funcionales.

Se sabe que el alto contenido de antocianinas y acidos fendlicos, asi como fibra
y otros macronutrientes contenidos en el maiz morado, le otorga propiedades

funcionales y alto potencial de aplicacion.

Este proyecto busca ofrecer una alternativa a las bebidas azucaradas y
procesadas, mediante el desarrollo y la caracterizacion de una bebida funcional
con efecto antioxidante en un modelo in vivo a base de maiz morado nativo de la

region sur de Nuevo Leon.

6. Hipotesis

La bebida a base de maiz morado (Zea mays) es una bebida funcional debido a

su efecto antioxidante en un modelo in vivo.

7. Objetivo general

Evaluar una bebida a base de maiz morado (Zea mays) con potencial funcional

y efecto antioxidante en un modelo in vivo.
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8. Objetivos especificos

1. Caracterizar la composicion nutricional y fisicoquimica de la bebida a base
de maiz morado (Zea mays).

2. Analizar la calidad microbioldgica de la bebida a base de maiz morado (Zea

mays) en condiciones de almacenamiento.

3. Determinar el contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante de
la bebida a base de maiz morado (Zea mays) en condiciones de

almacenamiento.

4. Evaluar el efecto antioxidante de la bebida a base de maiz morado (Zea

mays) en un modelo in vivo.

9. MATERIALES Y METODOS

Los siguientes reactivos de grado analitico se obtuvieron de Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO.: reactivo Folin-Ciocalteu, Na2COs, C7HsOs, NaNOz2, AICls, NaOH,
vainillina, H2S04, ABTS (&cido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico), K2S20s,
metanol, DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), TPTZ (2,4,5 tripiridil-s-triazina),
FeCls, C2H3sNaO2, Trolox, HCI, &cido acético, fenolftaleina, agua destilada,
catequinas. El Kit ELISA para LDL-ox fue obtenido por el proveedor MyBiosurce,
San Diego Californa, EUA y Kit ELISA para F2-lsoprostano de abcam,
Cambridge, Reino Unido.
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9.1 Obtencién del maiz morado

La muestra provino de una recoleccion directa del cultivo de maiz morado (Zea
mays L.) variedad La Soledad ciclo primavera, cosechado en agosto 2018 en el
ejido La Soledad, en el municipio de Aramberri, Nuevo Ledn, México.

9.2 Diagrama metodolégico

Figura 5 Diagrama general metodolégico.

Objetivo1  —
Obtencion del maiz morado

Fase |

Preparacion de la harina

Objetivo 2 —

Formulacion de la bebida,
— caracterizacion nutricional y fisicoquimica

Objetivo 3 _ Evaluacion sensorial, calidad
microbiol6gica

- Caracterizacion de compuestos fenolicos
y actividad antioxidante

Objetivo 4 | Evaluacion de efecto antioxidante al
Fase Il consumo de la bebida
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9.3 Fase experimental |

Esta fase consistié en la elaboracion de la bebida, posteriormente se realizé el
andlisis nutrimental y se corri6 una vida de anaquel durante 16 dias en
condiciones de mercadeo (refrigeracion a 4°C), el muestreo se realiz6 cada
cuarto dias (0, 4, 8, 12, 16) por triplicado. Se analizé su estabilidad fisicoquimica,
microbioldgica, capacidad antioxidante y el contenido de compuestos fendlicos

de acuerdo a las metodologias que se explicardn a continuacion.

Objetivo 1. Desarrollar y caracterizar la composicion nutricional y fisicoquimica

de la bebida a base de maiz morado (Zea mays).

9.3.1 Preparacion de la bebida a base de maiz morado

La bebida se preparé de acuerdo con la metodologia reportada por Rodriguez-
Salinas et al., (2019), materia prima: agua 94.83%, harina de maiz morado
tostado 2.37%, (140°C durante 20 minutos), azucar 1.90%, vainilla 0.47%, stevia
0.09%, canela 0.14%, goma xantana 0.09% y carboximetilcelulosa 0.05%. Se
inici6 mezclando los ingredientes mediante agitacidén vigorosa con una batidora
de inmersion durante 30 segundos, después se llenaron frascos de vidrio
transparentes con 40 mL de la bebida y se realiz6 el proceso de pasteurizaciéon
a 85°C durante 5 minutos, finalmente se almacen6 a 4°C. Se hicieron muestreos
cada cuarto dia (0, 4, 8, 12, 16 y 30) por triplicado.

Para el andlisis proximal, la muestra fue trabajada en base seca de acuerdo con
la formulacién por cada 100 mL de bebida.
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9.3.2 Composicion proximal
9.3.3 Determinacion de humedad (AOAC 925.10).

Para determinar la humedad se requirieron 3 capsulas de aluminio previamente
secadas en estufa de aire a 100-110°C por toda la noche, las cuales se dejaron
en el desecador durante 30 min hasta obtener un peso constante. A cada capsula
se le agregb 1 g de muestra de la formulacion excluyendo el agua,
introduciéndolas a la estufa durante toda la noche a 70°C. Posterior a esto, se
sacaron las capsulas y se colocaron en el desecador para dejarlas enfriar,
finalmente se registrd el peso. El Porcentaje de humedad fue calculado de

acuerdo con la ecuacion 1.

(1) Porcentaje de humedad=¥x100

Donde “P1” es el peso de la muestra inicial y “P2” es el peso de la muestra final.

9.3.4 Determinacion de grasa (AOAC 920.39).

Se requirieron vasos Berzelius de 100 mL, colocados a 110°C durante toda la
noche para un peso constante. Previo al analisis, estos vasos se dejaron enfriar
en desecador y se registré el peso. En dedales de celulosa se colocaron 3 g de
muestra envuelta en papel secante, los cuales se colocaron en el aparato de
Goldfish, a cada vaso se le agreg6 éter etilico y se conectaron al equipo. Una vez
conectados los dedales y el vaso, a su respectiva muestra, se dejé correr el
refrigerante por el equipo y se encendieron las parrillas. Una vez empezado el
reflujo ocasionado por el calor se contaron 4 h. Al término de estas 4 horas, se
retiraron los dedales y se recupero el éter. Una vez recuperado el éter los vasos
se dejaron enfriar y se colocaron en estufa a 70°C durante toda la noche.

Finalmente se sacaron los vasos y una vez que se enfriaron se registro el peso.

El porcentaje de grasa se obtuvo por la siguiente formula:

f—Pv

@ 9% de extracto etéreo= Pﬁxloo
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Donde “Pf” es el peso final del vaso con grasa; “Pv” es el peso del vaso sin

grasa; “Pm” es el peso de la muestra

9.3.5 Determinacion de ceniza (AOAC 923.03).

En un crisol previamente pesado, se agregaron 3 g de muestra y se coloco en
una parrilla donde se quema lentamente hasta que el material ya no desprendiera
humos. Posteriormente el crisol se llevé a la mufla y se efectud la calcinacion
completa durante toda la noche. Transcurrido este tiempo, se sacaron los

crisoles, se dejaron enfriar y se registro el peso.

El porcentaje de cenizas se determind con la siguiente férmula:

®) %cenizas = %xmo

[{Pg 1)

Donde “P” es el peso inicial y “p” es el peso final de la muestra calcinada, “M”

son los gramos de muestra iniciales.

9.3.6 Determinacién de proteina (AOAC 960.52).

Se transfirié 1 g de muestra a un matraz Kjeldahl, al cual se le afiadieron 2 g de
sulfato de cobre, 10 g de sulfato de sodio anhidro, 25 mL de acido sulfarico y
perlas de vidrio. El matraz se colocé en el digestor y se calenté a temperatura
baja hasta que el material se hidrolizd, aumentando gradualmente la temperatura
hasta que la disolucién estuvo completamente clara y se dejoé reposar por 30 min
a esa temperatura. Después se enfrié y se afiadié 400 mL de agua para disolver
completamente la muestra, se agregaron 4 granulos de zinc y 50 mL de hidroxido
de sodio 1:1. Posteriormente, se conectd el matraz a un sistema de destilacion,
al cual se le coloco un matraz Erlenmeyer en la salida del refrigerante de 500 mL
gue contenia 50 mL de &cido bérico y unas gotas de reactivo Shiro Tashiro (Rojo

de metilo) como indicador. Se destil6 hasta que pas6 todo el amoniaco.
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Finalmente, se retird6 el matraz recibidor y se titulé el destilado con &acido
clorhidrico 0.10 N.

El porcentaje de nitrogeno fue calculado por la siguiente férmula:

VxNx0.014
m

(1) % de nitrogeno = x100

Donde “V” es el volumen de acido clorhidrico empleado en la titulacion en mL;
“N” la normalidad del acido clorhidrico; “m” masa de la muestra en g; “0.014” los

miliequivalentes del nitrogeno.
El porcentaje de proteina se obtiene por la siguiente formula.
1) % de proteina = % de nitrégeno x 6.25

Donde 6.25 es el factor correspondiente del maiz.

9.3.7 Determinacion de fibra dietaria (AOAC 991.43).
9.3.8 Fibra dietaria total

Para determinar la fibra total, se pesaron 100 mg de muestra por duplicado en
tubos de centrifuga, a los cuales se adicionaron 10 mL de buffer de fosfatos 0.08
My se ajustd el pH a 6.0 £ 0.2 con NaOH 0.275 N o HCI 0.325 N. Seguido a esto,
se adicionaron 10 pL de a-amilasa termoestable y se dejaron incubar a 95°C por
35 min en agitacion constante. Transcurrido este tiempo, se enfriaron las
muestras a 25°C y se ajusté el pH a 7.5 = 0.1 con NaOH 0.275 N. Después se
adicionaron 100 pL de proteasa (25 mg/mL en buffer de fosfatos pH 6.0) y se
incubaron a 60°C/ 35 min en agitacion constante. Al finalizar la incubacién, se
dejoé enfriar a 25°C y se ajusto el pH a 4.5 £0.1. Una vez ajustado el pH, se
adicioné 60 pL de amiloglucosidasa y se incubé a 60°C durante 30 min con
agitacién constante. Finalizado esto, se agreg6é 125 mL de etanol al 96% y se
filtr6 al vacio en crisol gooch con cama de celita previamente pesada (P1).
Usando etanol al 78%, se realizd un primer lavado con 10 mL, después con

10 mL de etanol al 95% y 10 mL de acetona, se dejo secar en estufa de vacio
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durante 24 horas a 70°C. Transcurrido este tiempo, se sacaron las muestras, se
dejaron enfriar y se registro el peso de los crisoles hasta un peso constante (P2),
una vez finalizado este paso, se procedié a moler el residuo de un crisol en un
motero, se pesaron 100 mg por duplicado para la determinacién de proteina por
método de Kjendahl, mientras que del crisol restante se calciné el residuo a
450°C durante 5 horas. Finalmente, se enfrid y se pesO hasta peso constante
(P3).

El porcentaje de fibra dietaria total se calculd por la siguiente féormula

1= (P2P1-P

@ FD Pm

x100

Donde P: proteina calculada por Kjeldahl; Pm: peso inicial de muestra.

9.3.9 Fibra cruda total

Para la determinacion de fibra cruda total se pesaron de 2 a 3 g de muestra
desengrasada y seca y se colocaron en un matraz y se afiadieron 20 mL de
solucién de acido sulfarico 0.225 N en ebulliciéon, posteriormente se colocé el
condensador y se llevo a ebullicion en un minuto, se dejo hervir durante 30 min'y
se mantuvo a un volumen constante de agua destilada moviendo periddicamente
el matraz para remover las particulas adheridas a las paredes. Una vez
transcurrido este tiempo, la muestra se filtr6 y se lavd con agua hirviendo.
Seguido a esto, se transfirid el residuo al matraz conteniendo 200 mL de una
solucion de NaOH en ebullicion y se dejoé hervir durante 30 min, se filtré la
muestra y se realizé otro lavado con agua hirviendo, con HCl y con un tercer
lavado de agua hirviendo, para terminar con tres lavados con éter de petroleo.
Se colocé el crisol en el horno a 105 °C durante 12 horas, una vez transcurrido
este tiempo, lo crisoles se enfriaron en desecador y se registro el peso de cada

uno de ellos para asi colocarlos en mufla a 550°C por 3 horas, finalmente se
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enfriaron en desecador y se registro nuevamente el peso final. El porcentaje de

fibra se calcul6 en base a la siguiente férmula:

@ 9% Fibra cruda 100((A-B)/C)

Donde A: Peso del crisol con el residuo seco (g), B: Peso del crisol con la cenia

(9), C: Peso de la muestra (g).

9.3.11 Anélisis sensorial

El sensorial se obtuvo por medio de una encuesta realizada a 20 personas, en la
gue se evaluaron los atributos color, olor, sabor, consistencia y agrado general,
mediante una encuesta realizada a 20 personas por una escala heddnica del 1
al 9, donde 1 era igual a me disgusta muchisimo, 2 me disgusta mucho, 3 me
disgusta bastante, 4 me disgusta ligeramente, 5 no me gusta ni me disgusta, 6
me gusta ligeramente, 7 me gusta bastante, 8 me gusta mucho y 9 me gusta
muchisimo (Anexo 1). Los datos obtenidos se analizaron con una prueba de Chi-

cuadrada (X?) para andlisis no paramétricos (Olivas-Gastélum et al., 2009).

9.3.12 Composicion fisicoquimica

9.3.13 Acidez titulable y pH (AOAC 981.12, AOAC 942.15)

La acidez titulable fue determinada de acuerdo a la metodologia descrita por
Rodriguez-Salinas et al., (2018), se tomaron 20 mL de muestra en un matraz
Erlenmeyer y se diluyeron agregando dos veces su volumen con agua destilada.
Se afadieron 3 gotas de solucion de fenolftaleina y se titul6 con hidroxido de
sodio 0.1 N hasta la aparicion de un color rosado que persistié de 15 a 30 s. El

porcentaje de acidez titulable se calculé utilizando la siguiente formula:

@ Acidez % =Wx100
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Donde V= Volumen de solucion de hidréxido de sodio 0.1 N gastado en la
titulacion de la muestra; N= Normalidad de la solucién de hidroxido de sodio;

M= Volumen de la muestra en mL; 0.067= Equivalente del &cido malico.

El pH se midid con un potenciometro Corning 440, ajustado con buffer de pH 4y
pH 10. El electrodo del potenciémetro fue sumergido en la muestra y se registré

el valor.

9.3.14 Solidos solubles totales (AOAC 983.17)

Los sélidos solubles totales se midieron con un refractometro Atago, Master-M
2314, (Japon). Se coloco el refractdmetro en una posicién tal que pudiera difundir
la luz natural o cualquier otra forma de luz artificial que pudiera causar
interferencia. Se ajusto el refractobmetro a 0 con agua destilada, posteriormente,
se abrid la cobertura correspondiente y se colocaron unas gotas de muestra
sobre el prisma. Finalmente, se ajusto la linea margen y se leyé directamente el

porcentaje de sdlidos en la escala °Brix.

9.3.15 Color

Para la determinacion de color se utilizé la técnica reportada por Rodriguez-
Salinas et al., (2019). Se utilizé un lector de color Konica Minolta CR-20 (Tokio,
Japon). Los parametros se obtuvieron utilizando los sistemas de color CIELAB
(L*, a*, b*) y CIELCH (L*, C*, h) de acuerdo con la Comisién Internacional de

lluminacion.

Objetivo 2. Realizar un analisis microbiolégico de la bebida a base de maiz

morado (Zea mays) en condiciones de almacenamiento

9.3.16 Analisis microbioldgico
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Se tomo6 una alicuota de 1 mL de bebida y se agregaron 10 mL del medio de
cultivo a cada caja petri, se mezclo 8 veces de manera circular cada placa
sembrada (izquierda-derecha, arriba-abajo); para mesofilicos aerobios se utilizd
agar para cuenta en placa y se incubd a 37°C por 24 horas, mientras que las
bacterias psicrotrofas se incubaron a 4°C durante 48 horas en el mismo agar.
Para bacterias acido-lacticas se utilizé agar MRS (Man-Rogosa-Sharpe) y fueron
incubadas a 37°C por 24 h. Las enterobacterias fueron sembradas en agar RVBA
(Agar Bilis Rojo Violeta) y se incubaron a 37°C por 24 h. Para determinar hongos
y levaduras se utilizé agar PDA con &cido tartarico al 10% (Potato Dextrose Agar)
a 25°C por 48 horas (NOM-210-SSA1-2014).

Objetivo 3. Determinar el contenido de compuestos fendlicos y actividad

antioxidante en la bebida de maiz morado.

9.3.17 Compuestos fendlicos

9.3.18 Preparacion de extracto libre

De la bebida preparada se requirié 300 mL, los cuales se dividieron en 3 muestras
iguales de 100 mL y se llevaron a centrifugar a 4500 rpm durante 5 min, el
sobrenadante se recuper6 para su posterior andlisis (Nifio-Medina et al., 2017).

9.3.19 Preparacion de extracto ligado

En tubos de ensayo con tapa de rosca se agregaron 9 mL de hidroxido de sodio
(2 N) a 2.5 mL de la bebida, los cuales se purgaron con gas nitrégeno 30 s, se
cerraron y se agitaron durante 2 h a temperatura ambiente. Transcurridas las dos
horas, se detuvo la reaccion ajustando el pH a 1 con HCI, se extrajeron los
compuestos fendlicos, producto de la hidrdlisis, agregando éter dietilico con 3

lavados de 3 mL, se agit6 la muestra durante 1 min, posteriormente se centrifugé
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a 4500 rpm durante 5 min entre cada lavado y se recupero la fase dietilica. El
éter dietilico se evapor6 en rotavapor y el residuo se suspendiéo 2.5 mL de
metanol al 80% (Niflo-Medina et al., 2017).

9.3.20 Fenoles totales

Los fenoles totales fueron determinados mediante un método colorimétrico
basado en la reaccion de Folin-Ciocalteu. Se agregaron 0.2 mL de muestra (libre
o ligada) en 2.6 mL de agua destilada, la reaccion se llevo a cabo con 0.2 mL de
reactivo de Folin-Ciocalteu durante 5 minutos y agregaron 2 mL de una solucion
de Na2COs al 7%. Se dejo actuar durante 90 min y se midi6 la absorbancia en un
espectrofotometro Barnstead Turner SP-830 a 750 nm (Lépez-Contreras et al.,
2015). Se utilizo acido gélico como estandar (0 a 200 mg/L) y los resultados se
expresaron como miligramos equivalentes de acido galico por litro de muestra

(mg GAEI/L) utilizando una ecuacion lineal obtenida de la curva de calibracion.

- El célculo de fenoles totales se realizé con la sumatoria de los valores
obtenidos para compuestos fendlicos libres mas lo compuestos fendlicos

ligados.

- El célculo del porcentaje para la fraccion libre o ligada se determiné por la

siguiente formula.
) 9% de fraccion ligada §x100

Donde “A” es el valor obtenido de compuestos fendlicos libres o ligados; “B” es
el valor obtenido para compuestos fendlicos totales.

9.3.21 Flavonoides

El contenido total de flavonoides se evalu6 en base a la reaccion de cloruro de
aluminio. Se colocaron 0.2 mL de extracto (libre o ligado) en 3.5 mL de agua
destilada, se le agregaron 0.15 mL de NaNO:2 al 5%, se dejaron reposar 5 min.

42



Transcurrido los 5 minutos, se agregaron 0.15 mL de AICIs al 10% dejando
reaccionar 5 min mas, posterior a esto se le afladié1.0 mL de NaOH 1 M, se dej6
en reposo en la oscuridad por 15 min y se leyé en un espectrofotdmetro
Barnstead Turner SP-830 a longitud de onda de 510 nm (Lépez-Contreras et al.,
2015). Se utilizé catequinas como estandar (0 a 200 mg/L) y los resultados se
expresaron en miligramos equivalentes de catequinas por litro de muestra (mg

ECat/L) utilizando una ecuacion lineal.

- El calculo de flavonoides totales se realiz6 con la sumatoria de

flavonoides libres mas lo flavonoides ligados.

- Se utilizé la ecuacion 9 para calcular porcentaje de flavonoides libres y

ligados.

9.3.22 Taninos condensados

El contenido de taninos condensados se determind mezclando 0.25 mL de
muestra con 0.65 mL de una solucion de vainillina al 1% y 0.65 mL de H2SO4 al
25% (ambos disueltos en metanol). La reaccion se dejo actuar durante 15 min a
30°C y se midi6 la absorbancia en espectrofotometro Barnstead Turner SP-830
500 nm. Se utiliz6 catequinas como estandar (0 a 200 mg/L) y los resultados
fueron expresados en miligramos equivalentes de catequinas por litro de muestra
(mgCatE/L) (L6pez-Contreras et al., 2015).

9.3.23 Antocianinas

Para la cuantificacion de antocianinas se colocé muestra en una relacion 1:1
(muestra + solucion etandlica 96% a pH 1) en tubos de ensayo y se extrajo el
oxigeno con gas nitrogeno, seguido a esto se agitd durante 30 min a 4°C,
posteriormente, se centriguré a 6000 rpm a 4°C/15 min, se tomo el sobrenadante

y se ley6 la absorbancia a 535 nm, ajustando el espetrofotometro con etanol
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acidificado. El contenido total de antocianinas fue reportado como miligramos de

cianidin-3-glucosido por litro de muestra (mg EC3G/L) (Loa y Giusti, 2016).
La concentracion de antocianinas se calculd de acuerdo a la siguiente férmula:
) (A/€)*(V/1000)*MW(1/peso de la muestra)*10°

Donde “A” representa la absorbancia de la muestra, “¢” la molaridad de la
absorbancia (mg C3G3= 26965/cm x mol), “V” el volumen de la muestra, “MW” el

peso molecular de C3G (449.2 g/mol).

9.3.24 Capacidad antioxidante

Se utilizé Trolox como estandar (0 a 500 umol/L) y los resultados se expresaron
como micromoles de equivalentes de Trolox por litro de muestra (umolTE/L)
utilizando una ecuacion lineal. Se emplearon los extractos libres y ligados para la

cuantificacion por las tres técnicas.

9.3.25 ABTS (acido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico)

El cation de ABTS, se preparo llevando a cabo una solucién a una concentracion
de 7 mM, 1 mL de K2S20s al 2.6 mM y 1 mL de agua destilada, posteriormente
se dejo reaccionar durante 12 h en la oscuridad a 7°C. Transcurrido este tiempo
se ajustd la absorbancia de la solucion a 1 a una longitud de onda de 734 nm,
con metanol al 80%. Se tomaron 50 pL de muestra libre o ligada (para la fraccion
ligada se utilizé una relacion 1:4 de muestra en metanol al 80%), se afiadieron
1.5 mL de ABTS y se dejaron actuar durante 30 min en la oscuridad, finalmente,
se ley0 la absorbancia en el espectrofotometro Barnstead Turner SP-830 a una

absorbancia de 734 nm (Lopez-Contreras et al., 2015).

- El calculo de capacidad antioxidante total por ABTS se realizo con la
sumatoria del valor obtenido en la fraccién libre mas lo obtenido en la

fraccién ligada.

44



- Se realiz6 el célculo de porcentaje para la capacidad antioxidante libre o

ligada empleando la ecuacion 9.

9.3.26 DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

Se prepard una solucion madre de DPPH a una concentracion de 60 uM en
metanol al 80%, la cual se ajustd a 1 a una longitud de onda de 517 nm. El ensayo
se llevo a cabo mezclando 0.05 mL de fraccion libre o ligada (para la fraccion
ligada se utilizd una relacion 1:4 de muestra en metanol al 80%) y 1.5 mL de
reactivo de DPPH, se dej6 actuar durante 30 min en la oscuridad y se leyo la
absorbancia en espectrofotdémetro Barnstead Turner SP-830 a 517 nm (LOpez-
Contreras et al., 2015).

- Se realizo el calculo de porcentaje para la capacidad antioxidante libre o
ligada empleando la ecuacion 9.

9.3.27 FRAP (Poder Férrico Reductor de Antioxidantes)

FRAP se determind utilizando una solucion madre mezclando a una
concentracion de 300 mM de CzHsNaOg, 0.0156 g de TPTZ (2, 4,5 tripiridil-s-
triazina) y 0.27 g de FeCls. Se colocaron los reactivos a bafio maria a 37°C,
durante 30 min, después se mezclaron los reactivos empezando por el C2H3sNaO:2
y el TPTZ, se agit6 ligeramente y se afiadio el FeCls, posteriormente se tomo 0.2
mL de extracto libre o ligado (para la fraccion ligada se utilizé una relacion 1:4 de
muestra en metanol al 80%) y se afiadié 3.3 mL de la solucion madre FRAP, se
dej6 reaccionar durante 30 min en la oscuridad a 37°C y se leyo la absorbancia
en espectrofotometro Barnstead Turner SP-830 a 593 nm (Lépez-Contreras et
al., 2015).

- Se realiz6 el calculo de porcentaje para la capacidad antioxidante libre o ligada

empleando la ecuacion 9.
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9.4 Fase experimental fase Il
Objetivo 4. Evaluacion del efecto antioxidante tras el consumo de la bebida a

base de maiz morado.

9.4.1 Calculo de la muestra

El tamafio de la muestra de este estudio se calcul6 considerando la capacidad
antioxidante en sangre por el método de FRAP (Balisterio et al., 2017) como la
principal variable. Con un indice de confianza bilateral de 95% (a = 0.05) y una
potencia estadistica de 80% (B = 0.80). El tamafio de la muestra se estimé en 10
sujetos por grupo (control y estudio) considerando una posible tasa de abandono
del 15% (Garcia-Garcia et al., 2013).

Para este estudio se consideraron los siguientes criterios para la seleccion de los

participantes:

9.4.2 Criterios de inclusioén

- Pacientes aparentemente sanos.
- No fumadores.
- No tomar medicamentos o suplementos alimenticios.

- No embarazadas y/o periodo de lactacion.

9.4.3 Criterios de exclusion

- Pacientes fumadores.

- Persona que consuman medicamentos o suplementos alimenticios.
- Mujeres embarazadas y/o en periodo de lactancia.

- Fuera de rango de edad (20 — 40 afios).

- Fuera de los rangos de IMC saludabile.
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9.4.4 Criterios de eliminacion
- Participantes que hayan perdido el seguimiento durante el periodo de

lavado (dieta baja en compuestos fendlicos).

9.4.5 Disefno del estudio fase Il

El estudio fue aleatorizado, doble ciego, con placebo controlado. Un total de 18
participantes en normo peso, fueron reclutados por redes sociales para el
estudio, se agendaron para una primera cita en la que se obtuvo datos para el
calculo de IMC, se les realiz6 una frecuencia alimentaria, recordatorio de 24 hrs
y se les compartié el consentimiento informado el cual firmaron una vez que
aceptaron participar en el protocolo. Se asignaron dos grupos de 8 participantes
para el grupo control y 10 para el grupo estudio, en el que cada grupo ingirié 450
mL de la bebida a base de maiz morado o la bebida control (bebida a base de
maiz blanco) (Chew et al., 2018). Una vez evaluados y habiendo cumplido con
los criterios de inclusion se les proporciond una dieta baja en polifenoles (Anexo
14.2 y 14.3) que siguieron durante 7 dias previos al estudio. Al octavo dia, con
12 hrs de ayuno, los sujetos fueron citados y se les insertd un catéter intravenoso
en la mano para la extraccién de sangre correspondiente al estudio. La primera
toma fue previa al consumo de la bebida, dependiendo del grupo al que fue
asignado (control o estudio) (basal o T0). Después, se consumio la bebida y se

recolect6 sangre a la hora 1, 2 y 3 posterior a la bebida (Haddad et al., 2014).
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Figura 6. Disefo de estudio fase Il
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9.4.6 Preparacion de la muestra de sangre

Se recolectaron muestras de sangre (5-10 mL) en vacuteiners con EDTA y se
centrifugaron a 4000 rpm durante 10 min, una vez producida la separacion en la
muestra, se recolect6 el plasma. Finalmente se almacenaron a -80° C hasta su
analisis (Haddad et al., 2014).

9.4.7 Medicién de la capacidad antioxidante
9.4.8 FRAP

La capacidad antioxidante del plasma se determiné mediante el ensayo FRAP en
una reaccion colorimétrica. 30 UL de plasma se incubo6 a temperatura ambiente
con 220 uL de reactivo FRAP y se registro la absorbancia por espectrofotometria
a una longitud de onda de 593 nm. Se utiliz6 Trolox como estandar y los
resultados se expresaron en pmol equivalentes de Trolox (ET) por litro (Haddad
et al., 2014).

9.4.9 DPPH 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo

Se determiné la capacidad de eliminacién de antioxidantes hacia el compuesto
estable del radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo). Para la preparacion de la
muestra se mezcldé una parte de plasma (100 pL) con 400 yuL de metanol y
después de agitar en vértex, los tubos se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10
min a 4°C. Se afadieron 20 pL de muestra a 350 yL de reactivo DPPH (0.127
mol/L de metanol) bajo agitacion durante 30 s, los tubos se incubaron bajo
condiciones de oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min. Trolox se
utilizé de forma estandar y los resultados se expresan en umol equivalentes de
Trolox (ET) por litro (Gouda et al., 2016).
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9.4.10 F2-Isoprostano (F2-IsoPs)

Se us6 una parte de NaOH al 10 N y 4 partes de muestra, se cubrieron las
muestras y se agitaron a 45°C durante 2 h, transcurrido este tiempo las muestras
se enfriaron y se neutralizaron afiadiendo 100 pL de HCl al 12.1 N por cada 500
uL del hidrolizado, seguido a esto las muestras se centrifugaron durante 5 min a
14,000 rpm en una microcentrifuga, el sobrenadante obtenido fue el que se utilizé
para el andlisis. Para el ensayo ELISA se sigui6é la metodologia indicada por el
proveedor abcam® (Ademowo et al., 2017).

9.4.11 LDL-oxidada

Se prepararon los reactivos (Anticuerpo LDLox humano biotinilado, enzima
conjugada, solucion buffer) para realizar la curva de estandarizacién, seguido a
esto, se pasé al analisis de muestra en donde, en primer lugar se afiadié 100 mL
de muestra/estandares, se sellaron y se incubaron a 73°C durante 90 min.
Después de este tiempo, se lavo el plato del ELISA 2 veces, para asi afadir 100
mL del anticuerpo LALD, se sello con cinta y se incubé a 37°C durante 60 min.
Transcurrido este tiempo se lavo el plato 3 veces, para asi afiadir 100 mL de la
enzima conjugada a los pocillos, excepto al blanco y se sell6 la placa con cinta
adhesiva, para posterioremente lavar 5 veces el plato. Asi se afiadié 100 mL de
reactivo colorante a los pocillos, se incub6 a 37°C en oscuridad durante 30 min,
se afladié 100 mL de reactivo colorante, se mezclaron y se ley6 a 450 nm. (KIT
Mercodia Oxidized LDL ELISA) (Davinelli et al., 2015).

10. ANALISIS ESTADISTICO

La estabilidad a través del tiempo de los compuestos de la bebida a base de maiz
morado (Zea mays) fueron evaluados utilizando ANOVA para una sola muestra

y una prueba PostHoc de Tukey.
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Los efectos sobre el cambio desde los valores iniciales (Basal) ala 1, 2,3y 5h
se evaluaron utilizando una prueba de ANOVA para muestras repetidas y una T-
Student para pruebas individuales, entre el grupo control y el grupo experimental
(dosis y tiempo como los efectos principales) y (el cambio desde el inicio como la

variable dependiente).

(IBM SPSS version 24, IBM Corp, Armnok, NY, Estados Unidos) y la prueba de
significacion estadistica de dos colas se establecié en a = 0.05.

11. CONDICIONES DE BIOSEGURIDAD

Se siguieron las condiciones de bioseguridad indicadas por el Manual de
Bioseguridad en el Laboratorio de la Organizacion Mundial de la Salud (2005),

tomando en cuenta los siguientes puntos:

11.1 Manejo de desechos

Todos los desechos quimicos téxicos se almacenaron en contenedores
debidamente etiquetados y mantenidos en un lugar especifico del laboratorio,

mientras se removian del area por personal especializado.

11.2 Objetos cortantes y punzantes

Las agujas se desecharon después de utilizarlas. Los materiales utilizados se
colocaron en un contenedor especifico para eliminarlos. Jeringas, con o sin aguja
utilizadas, se introdujeron a recipientes para desecharlas, sin llenarlos por
completo. Una vez finalizado el proceso, se identificd el recipiente con la leyenda
“desechos infecciosos”, se incineraron o esterilizaron. Los recipientes no fueron

desechados en vertederos.
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12.ETICA

Los procedimientos que se llevaron a cabo durante este estudio se realizaron
bajo el cumplimiento del REGLAMENTO de la Ley General de Salud en Materia
de Investigacion para la Salud y lineamientos del Centro de Investigacion y
Desarrollo en Ciencias de la Salud. Se hizo llegar una carta de consentimiento

informado a los participantes (Anexo 14.4).

13.RESULTADOS

13.1 Fase experimental |

Objetivo 1. Caracterizar la composicién nutricional y fisicoquimica de la bebida

a base de maiz morado (Zea mays).

13.1.1 Composicion proximal

La Tabla 8 presenta la composicion proximal de la bebida a base de maiz
morado, la cual se caracteriz6 de 1.00% de ceniza, 2.64% de humedad, 2.79%
de grasa, 1.00% de fibra cruda, 1.39% de proteina y 92.56% de carbohidratos

totales.

Tabla 8. Composicion proximal (%)

Cenizas Humedad Grasa Fibra Proteina  Carbohidratos
cruda totales

1.00 +0.19 2.64 +0.06 2.79 +0.06 1.00 +0.04 1.39+0.09 91.18 +0.06

Nota. Los resultados son presentados en medias + DE
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13.1.2 Analisis sensorial

El sensorial se obtuvo por medio de una encuesta en la que se evaluaron los
atributos color, olor, sabor, consistencia y agrado general. Para el atributo color
se obtuvo un promedio de 6.20, es decir que fue de agrado ligero, para el olor se
obtuvo un promedio de 7.20 que de acuerdo a la escala se puede decir que
agrado bastante, para el atributo de sabor se obtuvo un promedio de 6.8,
consistencia 6.3 y en cuanto al agrado general se obtuvo un promedio de 7.4, lo
que indica que la formulacién agradd bastante en un concepto general (Figura 7).

Figura 7. Andlisis sensorial de la bebida a base de maiz morado

Escala heddnica
E=N [S,] (]

[#5]

Color Olor Sabor Consitencia Agrado gral

Nota. Resultados de cuestionario en escala heddnica presentados en medias +
DE (n=10).
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13.1.3 Composicion fisicoquimica
13.1.3.1 pH, acidez titulable.

El pH, acidez titulable y solidos solubles totales son presentados en la Tabla 9,
se pudo observar un aumento significativo (P<0.05) en el porcentaje de acidez
del dia 0 al dia 4 (0.02+ 0.00 - 0.03 + 0.02%), permaneciendo estable hasta el dia
30. Por otro lado, el pH disminuyo significativamente (P<0.05) del dia 4 al dia 8
(6.16 £ 0.03- 6.01 £ 0.01), manteniéndose estable hasta el dia 30.

13.1.3.2 Solidos solubles totales

Asi mismo, el contenido total de solidos solubles totales permanecio estable

durante los 30 dias de almacenamiento.

Tabla 9. Composicion fisicoquimica de la bebida a base de maiz morado

Dia %Acidez pH Solidos solubles
totales

0 0.02+ 0.002 6.16 + 0.032 2.30+ 0.002

4 0.03+0.02° 6.15+ 0.012 2.30+ 0.002

8 0.03+0.03° 6.01+0.01° 2.20+ 0.002
12 0.03+0.03° 6.00 £ 0.04° 2.20+ 0.002
16 0.03+0.03° 6.00 £ 0.01° 2.20+ 0.002
30 0.03+0.03° 6.00 + 0.00° 2.20+ 0.002

Nota. Medias separadas en columnas por los principales efectos de la prueba de
Tukey. Los numeros seguidos de diferente letra son significativamente diferentes
(P <0.05, n=3).

13.1.3.3 Color

La Tabla 10 muestra los resultados obtenidos, se puede observar que no hubo
cambios significativos durante los 30 dias de almacenamiento a 4°C. Se puede
observar que la luminosidad (L*) se mantuvo estable durante los 30 dias de
almacenamiento (28.70+1.23 - 29.80+ 0.62) sin cambios significativos (P<0.05).

Para el &ngulo b* (indica los colores amarillos) se pudo observar que se mantuvo
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estable durante los 30 dias de almacenamiento (11.40+ 0.79 -10.53+ 0.51), si
bien tuvo una mayor inclinacion hacia el tono amarillo, no hubo diferencia
significativa. EI angulo chroma (c*) no presenté cambios significativos durante el
almacenamiento. Asi mismo para el angulo hue (h*) no hubo cambios durante
los 30 dias de almacenamiento, sin embargo, se pudo observar un aumento
significativo en el dia 4 (74.80+ 2.34). Finalmente, el angulo a*, el cual mide las
tonalidades cyan-magenta, disminuyo significativamente del dia O al dia 4 (4.33+
0.25 - 3.23+ 0.58) manteniéndose estable hasta el dia 30.

Tabla 10. Andlisis de Color en la bebida de maiz

Dia L* a* b* c* h*
0 28.70+1.232 4.33+0.252 11.40+0.792 11.90+0.602 68.67+1.22
4 28.70+0.172 3.23+0.58° 9.47+0.982 10.63+1.152 74.80+ 2.34°
8 30.30+1.06 3.67+0.21° 10.90+0.462 11.67+0.312 71.60+0.622
12 29.40+0.262 3.87+0.06° 11.43+0.642 11.77+0.552 70.83+0.932
16 29.70+1.512 3.60+0.35° 10.10+ 1.152 10.43+1.692 70.03+0.902
30 29.80+0.622 3.63+0.12P 10.53+0.512 11.17+0.502 71.00+0.802

Nota. Medias separadas en columnas por los principales efectos de la prueba de
Tukey. L *, luminosidad; a *, enrojecimiento; b *, amarillez.; c*, cromaticidad; h*,
hue. Los nimeros seguidos de diferente letra son significativamente diferentes
(P <0.05, n=3).

Objetivo 2. Realizar un andlisis microbiolégico de la bebida a base de maiz

morado (Zea mays) en condiciones de almacenamiento.

13.1.4 Andlisis microbiolbgico

En la tabla 11 se puede observar los resultados del analisis microbiolégico
realizado en las muestras a través de los 30 dias de almacenamiento, se puede
destacar que no hubo crecimiento de bacterias psicrotrofas, coliformes totales,
hongos y levaduras, bacterias acido lacticas, asi como la ausencia de E. coli y

Salmonella. Sin embargo, se puede observar que durante los 30 dias de
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almacenamiento hubo una disminucion significativa (P<0.05), de la cuenta total

para mesofilicos aerobios en condiciones de mercadeo (4°C).

Tabla 11. Resultados del analisis microbioldgico

DO D4 D8 D12 D16 D30
Mesofilicos 132 + 11b 9.75P+ 8.25¢+ 7254+ 7250+
aerobios UFC/g 0.82 +0.00 0.50 0.50 0.50 0.50
(CM)
Psicrotrofos ND ND ND ND ND ND
Coliformes ND ND ND ND ND ND
totales
Hongos y ND ND ND ND ND ND
levaduras
Bacterias acido ND ND ND ND ND ND
lacticas
E. coli ND ND ND ND ND ND
Salmonella ND ND ND ND ND ND

Nota. Crecimiento bacteriano durante 30 dias de almacenamiento a 4°C. Los
datos son reportados como medias + DE (n=3). Los numeros seguidos de
diferente letra son significativamente diferentes, P<0.05 (ANOVA, comparacion
de medias por los efectos de Tukey).

Objetivo 3. Determinar el contenido de compuestos fendlicos y actividad
antioxidante en la bebida a base de maiz morado (Zea mays) en condiciones de

almacenamiento.

13.1.5 Compuestos fendlicos totales, libres y ligado

Los compuestos fendlicos totales se presentan en la Tabla 12, donde se puede
apreciar para el dia 0 una concentracion de 199.15 + 14.57 mg EAGI/L, de los
cuales el 58.44% forman parte de los compuestos fendlicos ligados y 41.33% de
compuestos fendlicos libres (Figura 8). Posteriormente, para el dia 4 se observo
un aumento significativo del 46.41% de fenoles totales libres con una
concentracion de 291.58 + 4.1 mg EAG/L (P<0.05), de los cuales el 48.90%
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formaban parte de los compuestos ligados y 51.09% de compuestos libres,

manteniéndose la concentracion estable hasta el dia 12.

Tabla 12. Compuestos fendlicos totales

Dia Fenoles totales* Flavonoides totales**  Taninos** Antocianinas***
0 199.15+ 14572 169.20 + 7.072 13.22 £1.068  20.47 +0.632

4 291.58 + 4.10° 127.20 + 3.61P 7.77 +1.89b 18.60 + 1.772b

8  284.10 +5.76 124,53 + 1,53 8.26 +0.92° 18.30 + 0.39°
12 278.34 +2.82P¢ 125.20 + 4.36° 8.18 +0.37°  18.63 + 0.25%
16 274.91 + 4.88° 112.53 + 0.58¢ 8.18 + 0.51P 14.91 £1.02°
30 263.29 +0.70¢ 103.53 + 3.51°¢ 8.10 + 1.06° 12.74 + 0.25¢
Nota. Resultados expresados en *mg EAG/L, **mg ECat/L, **mg EC3G/L.

Medias + DE, separadas en columnas por los principales efectos de la prueba de

Tukey. Los numeros seguidos de diferente letra son significativamente diferentes
(P <0.05, n=3).

Figura 8. Porcentaje de compuestos libres o ligados

Compuestos fendlicos libres-ligados%
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Nota. Los datos son reportados como medias £+ DE (n = 3), B: Los datos son

reportados como medias + DE (n = 3), (* P<0.05 entre grupos usando Prueba T

para muestras independientes).
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13.1.6 Flavonoides totales

En la tabla 12, se puede observar las fluctuaciones del contenido de flavonoides
a través de los 30 dias de almacenamiento en condiciones de mercadeo. Se
puede apreciar el contenido total de flavonoides expresados en mg ECat/L,
iniciando al dia 0 con una concentraciéon de 169.20 + 7.07 mg ECat/L,
disminuyendo significativamente para el dia 4 a una concentracién de 127.20 +
3.61 mg ECat/L (P<0.05), la cual se mantuvo estable hasta el dia 12 y finalmente
tuvo una disminucion de 38.81% para el dia 30, comparado con la concentracién

inicial (Figura 9 A).

La relacion de los flavonoides libres y los flavonoides ligados se puede observar
en la Figura 9 B, presentando diferencia significativa entre ambas fracciones
durante los 30 dias de almacenamiento, los flavonoides libres tuvieron una
tendencia a aumentar del dia 0 al dia 4 un 10% y una disminucién del 10% de la

fraccion ligada, permaneciendo estable hasta el dia 30.

Figura 9. A). Flavonoides totales (mg ECat/L), B). Porcentaje de flavonoides

libres o ligados.
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Nota. Los datos son reportados como medias + DE (n = 3), (x P<0.05 entre

grupos, prueba T para muestras independientes).

13.1.7 Taninos condensados

El contenido de taninos se presenta en la Figura 10 donde se puede observar
una disminucién significativa del 41% del dia O al dia 4 (13.22 + 1.06 a 7.77 +
1.89 mg ECat/L) (P<0.05) manteniéndose estable hasta el dia 30, con un
contenido de 8.10 = 1.06 mg ECat/L.
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Figura 10. Taninos condensados
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Nota. Los datos son reportados como medias + DE (n = 3), (*P<0.05,
comparacion de medias por los efectos de Tukey).

13.1.8 Antocianinas

El contenido de antocianinas a través del tiempo se puede observar en la figura
11, dénde se destaca una disminucion significativa de un 9% del dia 0 al dia 4
(20.47 £ 0.63 a 18.60 + 1.77 mg EC3G/L) manteniéndose estable hasta el dia 12,
disminuyendo significativamente un 37.76% para el dia 30 (P<0.05).

60



Figura 11. Antocianinas
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Nota. Los datos son reportados como medias + DE (n = 3), (*P<0.05,
comparacion de medias por los efectos de Tukey).

13.1.9 Capacidad antioxidante

Los resultados de la capacidad antioxidante determinada por: ABTS, DPPH vy
FRAP, se presentan en la Tabla 13, para DPPH puede observar que hubo un
aumento significativo del 90.84% del dia 0 al dia 4 por el método de DPPH
(1555.83 + 23.57 @ 2969.17 = 22.04 mmol ET/L) (P<0.05, n=3); de este aumento,
el 26% se presentd en forma libre (Figura 12), después se pudo observar que
hubo una disminucién del 16% del dia 4 al dia 8 (2969.17 a 2466.67 + 3.53 mmol
ET/L), manteniéndose estable hasta el dia 30 (16.86% en su forma libre). Por el
método de ABTS hubo un aumento del 24.71% del dia O al dia 4 (2060.17 + 12.34
a 2569.17 £ 0.58 mmol ET/L), de este aumento el 24.20% se present6 en forma
libre (figura 13), posteriormente, se observé una disminucién progresiva hasta el
dia 30. Finalmente, por el método FRAP, se pudo observar que hubo una
disminucion significativa del 7.45% del dia O al dia 4 (3405.13+15.01 -
3151.13+5.77 mmol ET/L) (P<0.05, n=3), el 30% de esta disminucion se presento
en forma libre, para el dia 30 se observé una disminucion de la capacidad

antioxidante hasta un 13.68%.
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Tabla 13. Capacidad Antioxidante Total (mmol ET/L) de la bebida a base de maiz morado durante 30 dias de

almacenamiento

DPPH Libre
Ligado
Total
ABTS Libre
Ligado
Total

FRAP Libre

Ligado

Total

Dia de almacenamiento

0
418.39 + 47.622
1091.33 £ 41.632
1555.83 + 23.572
498.70 £ 5.292
1560.67 £12.222
2060.17 + 12.342
1007.93 £ 19.002

2397.00 = 4.002

3405.13 + 15.012

4
415.61 + 6.742
2553.56 + 26.94°
2969.17 + 22.04°
474.37 £ 0.58°
2553.56 + 26.94
2569.17 + 0.58°
974.30 £ 4.70°

2094.80 + 0.00°

3151.13 £ 5.77°

8

345.06 + 11.09°
2231.33 +179.00°

2466.67 = 3.53°

473.80 + 0.85P

1698.80 * 8.00°
2172.83 + 07.50°¢

964.60 + 07.21°

2173.20 +£10.58¢

3137.80 + 8.72°

12
337.83 £ 1.67°
1811.33 + 29.06¢
2132.50 + 7.07¢¢
468.70 + 1.00°
1662.80 + 4.00¢
2131.50 + 5.00¢
910.60 + 8.00°¢

2146.53 + 2.30¢

3057.13 + 8.33°

16
322.29 £ 3.47°
1498.00 £ 6.67¢
1820.28 + 4.8¢
391.37 + 3.51¢
1654.80 * 4.00¢
2046.17 + 0.582
895.27 +5.03¢

2143.87 + 2.30¢

3039.13 + 5.77¢

30

296.17 + 8.82°
1460.22 + 31.50¢
1756.39 + 38.92¢
359.03 +17.04¢
1092.13 + 141.38¢
1360.00 + 17.68¢

849.93 + 3.05¢

2089.20 + 10.58°

2939.13 + 12.70¢

Nota. Medias + DE, separadas en filas por los principales efectos de la prueba de Tukey. Los numeros seguidos de la

misma letra no son significativamente diferentes (P <0.05, n=3).
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En la Figura 12 se presenta el porcentaje de capacidad antioxidante libre y ligada
por el método de DPPH donde se puede observar que para el primer dia el
26.89% de la capacidad antioxidante era proporcionada por la fraccién libre
disminuyendo 12% a partir del dia 4 manteniéndose estable hasta el dia 30.
Mientras que por el método ABTS (Figura 13) el 24.20% pertenecia a la fraccion
libre y el 75.80% a la fraccion ligada, permaneciendo asi hasta el dia 30.
Finalmente, por el método FRAP (Figura 14) el 30% de la actividad antioxidante
provenia de la fraccion libre y el 70% de la fraccion ligada, permaneciendo estos

porcentajes hasta el dia 30.

Figra 12. Actividad atioxidante libre y ligada de la bebida a base de maiz morado
por el método DPPH
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Nota. Los datos son reportados como medias = DE (n = 3). (* P<0.05, prueba T

para muestras independientes).
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Figura 13. Actividad atioxidante libre y ligada por el método ABTS
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Nota. Los datos son reportados como medias + DE (n = 3). (* P<0.05, entre

tratamientos mediante prueba T para muestras independientes).

Figura 14. Porcentaje de actividad atioxidante libre y ligada por el método FRAP

expresada en porcentaje durante 30 dias de almacenamiento.
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Nota. Los datos son reportados como medias + DE (n = 3). (x P<0.05 entre

tratamientos mediante la prueba T para muestras independientes).

64



13.2 Fase experimental Il

Objetivo 4. Evaluar el efecto antioxidante de la bebida a base de maiz morado

(Zea mays) en un modelo in vivo.
13.2.1 Participantes

Un total de 18 participantes fueron reclutados para el presente estudio de acuerdo
con el diagrama de flujo presentado en la Figura 6, dichos sujetos fueron
asignados al azar a cada grupo: 8 participantes para el grupo control y 10
participantes para el grupo estudio, de los cuales 2 fueron excluidos del grupo
control y 2 del grupo estudio por no cumplir con el periodo de lavado (dieta baja
en polifenoles previa al estudio). Las caracteristicas de los participantes son
descritas en la Tabla 14. No se observaron efectos adversos después del

consumo de las bebidas.

Tabla 14. Caracteristicas generales de los participantes

Grupo Control Grupo Estudio
Edad (afios) 28.17 + 2.99 25.88 + 1.30
Género M:4, H: 2 M:8, H:0
Estatura (cm) 167.42 £4.30 157.56 £ 2.48
Peso (kg) 64.42 +2.45 54.76 + 3.54
IMC (kg/m2) 23.07 £ 0.93 21.93 +0.88

Nota. IMC. indice de Masa Corporal, M. Mujeres, H. Hombres. Los valores son
presentados como medias + EEM (Media del error estandar) (Grupo control n=6,

Grupo estudio n=8).

La composicion fendlica de la bebida control y estudio son presentadas en la
Tabla 15, se puede observar que la bebida control tiene un total de 81.00 mg
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EAG/L y la bebida estudio 82.30 mg EAGI/L, sin diferencia significativa. El
contenido de flavonoides es significativamente mayor en la bebida estudio con
77.93 mg EC3G/L comparado con la bebida control (42.27 mg EC3G/L) (P<0.05).
Por otro lado, el contenido de taninos mostro diferencia significativa (P<0.05) con
un 13.22 mg ECat/L para la bebida estudio, mientras que la bebida control reporto
un 8.42 mg ECat/L.

Tabla 15. Composicion fendlica libre de bebida control y bebida estudio.

Bebida control Bebida estudio
Fenoles libres * 81.00 £ 0.632 82.30 £ 3.572
Flavonoides libres ** 47.27 +1.532 77.93 +£1.16°
Taninos ** 8.42 £ 0.992 13.22 +1.06°
Antocianinas ** 0 20.50 + 0.63°

Nota. Resultados expresados en *mg EAG/L,**mg ECat/L, **mg EC3GI/L.
Medias * DE, separadas en filas por los principales efectos de la prueba de Tukey
(p<0.05) n=3.

13.2.2 Capacidad antioxidante en plasma

La Figura 15 muestra el cambio postprandial antioxidante en plasma por el
método de FRAP, a 180 minutos posteriores al consumo de la bebida control y la
bebida estudio. Para el grupo control hubo una disminucién significativa de la
capacidad antioxidante en plasma de -222.73+ 126.30 pmol ET/L y -223.38%
148.49 pmol ET/L al minuto 60 y 120 respectivamente (P<0.05), después de la
ingesta de la bebida respecto al tiempo 0 (Tabla 16). Finalmente, a pesar de que
después de haber disminuido la respuesta antioxidante, ésta aument6 al minuto
180 reportando un -133.50 + 186.50 pmol ET/L sin ser estadisticamente
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significativa. Por otro lado, el consumo de la bebida estudio no cambio
significativamente la capacidad antioxidante en plasma; sin embargo, se pudo
observar un pico maximo de capacidad antioxidante de-14.30 + 120.21 umol ET/L
al minuto 180. El area bajo la curva (ABC) para FRAP del grupo control fue
significativamente menor (4.8 veces) comparado con el ABC del grupo estudio
presentando los siguientes valores: -30771.53 + 8095.42 y -6395.45 + 3386.45
respectivamente (Figura 16).
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Tabla 16. Capacidad antioxidante plasmatica postprandial por el método de FRAP expresado en (umol ET/L).

Tiempo (min) Total ABC
Grupo 0 60 120 180

Control 0.00+0.002 -222.73+126.30° -223.38+148.49° -133.50+ 186.50 2 -30771.53 + 8095.42 T

Estudio 0.00+£0.002 -67.00+56.51¢2 -46.74 £76.59 @ 14.30 £ 120.21 @ -6395.45 *+ 3386.45

Nota. FRAP. Ensayo de poder antioxidante reductor férrico (Por sus siglas en inglés); ABC. Area bajo de la curva. Los
datos son reportados en filas como medias £+ EEM (Grupo control n = 6, grupo estudio n = 8). Los numeros seguidos de
diferente letra son significativamente diferentes, P<0.05 (ANOVA repetido unidireccional, ajuste de Bonferroni). Los
nameros seguidos por (1) representan una P<0.05 entre grupos (columnas) usando una prueba T para muestras

independientes.
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Figura 15. Perfil de respuesta antioxidante plasmatico postprandial después de

180 minutos de la inaesta de la bebida control v estudio.

P- Tiempo <0.05 —w— Grupo Control I
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Nota. Los datos son reportados como medias + EEM, n grupo control= 6, n grupo
estudio=8. El efecto del tiempo, tratamiento y tratamiento por tiempo fue
analizado con ANOVA repetido unidireccional, ajuste de Bonferroni. (A P<0.05 a

través del tiempo), (x P<0.05 entre tratamientos).

Figura 16. Area bajo la curva (ABC) expresada en pmol TE/L después de 3 h de
la ingesta de la bebida control (n = 6) y bebida estudio (n = 8).
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Nota. Los datos son reportados como medias + EEM. » P<0.05 entre grupos,

(Prueba T para muestras independientes).
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13.2.3 Oxidacioén lipidica

Los resultados de la oxidacion lipidica son presentados en la Tabla 17. En primer
lugar, se observa que la lipoproteina de baja densidad oxidada (LDL-0x)
postprandial aumento tanto en el grupo control como en el grupo estudio (503.72
+ 258.72 y 626.10 £ 292.23 pg/mL, respectivamente) sin diferencia significativa
(Figura 19). Por otro lado, el marcador F2-isoprostano, present6 una tendencia a
aumentar en el grupo control (2.56 + 13.89 pg/mL), respecto al estado basal y a
disminuir en el grupo estudio (-0.04 + 10.41 pg/mL), no se present6 diferencia

significativa entre tratamientos y a través del tiempo.

Tabla 17. ALDL-ox y A F2-Isoprostano tiempo 0 y 180 min después del consumo

de la bebida.
Grupo A LDL-ox (pg/mL) A F2-Isoprostano (pg/mL)
0 180 0 180
Control 0+0.002 503.72 £ 258.72 2 0+0.00% 2.56 +13.892
Estudio 0+0.002 626.10 +£292.232 0+0.002 -0.04 +10.412

LDL-ox: Lipoproteina de baja densidad oxidada. Los datos son presentados como
medias = EEM (LDL-ox n control= 5, n estudio=8), (F2-Isoprostano n control= 6,
n estudio=6). Los numeros seguidos de la misma letra no son significativamente

diferentes, (P <0.05, utilizando la Prueba T para muestras independientes).
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14. DISCUSIONES
14.1 Fase experimental |

La fase experimental | englob6 los objetivos 1, 2 y 3, con el propdsito de
caracterizar la bebida nutricional y fisicoquimica, asi como del analisis de su
estabilidad en condiciones de mercadeo (4°C), monitoreando su calidad

microbioldgica y fendlica durante 30 dias de almacenamiento.
14.1.1 Composicion proximal

Las bebidas elaboradas con cereales tienen un alto valor potencial como alimento
funcional debido a su perfil antioxidante y composicion nutrimental, la cual se
caracteriza por proporcionar principalmente, fibra, carbohidratos y minerales
(Kreisz, et al., 2008). Sin embargo, pueden llegar a reportarse valores bajos en
proteinas y otros minerales como el calcio, por lo que en ocasiones se recurre a
la suplementacion de estas (Albanese & Meneguzzo, 2019). De acuerdo con lo
observado, la composicién proximal de la bebida fue de 1.00% de ceniza, 2.79%
de grasa, 1.00% de fibra cruda, 1.39% de proteina y 92.46% de carbohidratos
totales por cada 100 mL de bebida (peso seco), que, comparado con otras
bebidas, se observa que tiene valores bajos en el contenido de proteina, sin
embargo, tiene valor competitivo de fibra cruda. Por un lado. Gonzélez-Amaro et
al., (2014), en una bebida tradicional mexicana (Tejate) elaborada con maiz
nixtamalizado, reportaron 7.25% de proteina, 2.3% de ceniza, 11.47% de grasa,
0.79% de fibra cruda y 78.20% de carbohidratos, mientras que Shendage, et al.,
(2019), reportaron una composicion de 3.43% de proteina, 1.82% de grasa,
1.27% de fibray 11.25% de carbohidratos. Como podemos observar, en nuestra
bebida y las bebidas de los estudios, reportan valores altos en carbohidratos,
debido a que la principal materia prima es representada por granos de cereales
son ricos en carbohidratos, vitaminas, minerales y fibra dietaria, (Srikaeo, et al.,
2020).
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14.1.2 pH, acidez y sdlidos solubles totales

De acuerdo con los resultados presentados en la Tabla 9, se puede decir que
durante los primeros dias de almacenamiento se presentaron cambios
significativos para los parametros acidez y pH, aumentando el 0.01% de acidez
del dia 0 al dia 4 y por consiguiente se observo una diminucion de 0.14 en el pH,
manteniéndose estables el resto de los dias de almacenamiento. Uno de los
posibles motivos por los que se observo el aumento de acidez y disminucién del
pH se puede asociar al tratamiento térmico y la liberacion de compuestos
fendlicos durante el almacenamiento, por un lado, Singh et al., (2014) en una
bebida de suero de guayaba en la que hubo una tendencia a aumentar el
porcentaje de acidez, sin presentar diferencia significativa, la variacién de acidez
observada durante 30 dias de almacenamiento fue de 0.05, mientras que el pH
tuvo una disminucion de 0.06, sin diferencia estadisticamente significativa
(P<0.05) sugiriendo que el tiempo y la temperatura de pasteurizacion (65°C
durante 25 min) no afectd significativamente la acidez y el pH durante el
almacenamiento. Sin embargo, Martinez-Flores et al., (2015), en una bebida de
zanahoria del dia 0 al dia 20 observaron un aumento en la acidez del 0.51% y
una disminucion en el pH de 0.12, atribuyendo principalmente estos cambios a la
interaccion entre los compuestos fendlicos que estan presentes en la matriz del
alimento liberados por la accion de la temperatura de pasteurizacion a 58°C
durante 10 min y la accién enzimatica; es decir que los primeros dias de
almacenamiento son clave ya que hay una mayor interaccién y liberacion de los

compuestos organicos que integran los ingredientes de la bebida.

Los resultados para este estudio indicaron que no hubo diferencia significativa en
los sélidos solubles totales durante los 30 dias de almacenamiento, es importante
destacar que la estabilidad o el incremento minimo de los solidos solubles totales
en bebidas son deseables para la preservacion de una buena calidad en las
bebidas, ya que el cambio de este parametro esta relacionado a la hidrolisis del
contenido de polisacaridos en monosacaridos, por accién bacteriana (Bhardwaj
& Pandey, 2011). Existen factores que pueden ayudar a preservar los alimentos

para reducir la carga bacteriana en productos perecederos y que ayudan a
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preservar las caracteristicas fisicoquimicas, entre estas el contenido de solidos
solubles totales. Uno de estos factores es la temperatura de almacenamiento,
Rehman et al., (2014) realizaron un estudio de estabilidad de bebidas de frutas
durante 10 dias de almacenamiento a 4°C, periodo en el que no se observo
cambios significativos en el contenido total de sélidos solubles totales, sin
embargo, observaron un incremento no significativo del dia 16 al dia 30 del 16.45
a 16.80 brix, respectivamente, atribuyendo este aumento a la formacion de
fracciones de pectina solubles en agua. Otro factor que puede influir en la
conservacion de este parametro es el tratamiento térmico. En un estudio
realizado en la India, observaron en bebidas funcionales de frutas y fortificadas
con fructooligosacéaridos, un aumento de 15 a 16° Brix manteniéndose estable
durante el periodo de almacenamiento (2, 4 y 6 meses) a 4°C, asociando esta
estabilidad al tratamiento térmico previo al almacenamiento (90°C) (Renuka et
al., 2009).

14.1.3 Color

El color es un parametro fisicoquimico muy importante, tanto en alimentos como
en las bebidas, ya que es el primer atributo que el consumidor capta
sensorialmente y este puede ser alterado por factores como la refrigeracion, el
enlatado, la deshidratacion, el ahumado, el embotellado y exposicién a la luz, el
aire, la humedad y las temperaturas extremas (Griffit, 2006). En el presente
estudio, los resultados indicaron que el angulo *L, b*, c* y h* permanecieron
estables durante los 30 dias de almacenamiento, mientras que el angulo a*
presentd una disminucién del dia 0 al dia 4, manteniéndose estable hasta el dia
30 a 4°C. Las antocianinas, las cuales son uno de los compuestos fendlicos
presentes en el maiz morado, son las responsables de proporcionar ese color
caracteristico, sin embargo, suelen ser susceptibles a altas temperaturas (Wilfred
& Nicholson, 2009). Rodriguez-Salinas et al., (2019), observaron que el
tratamiento térmico a 85°C durante 5 min altera el color de la bebida a base de

maiz morado, modificando significativamente los valores para L*, b*, C* y h,
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aumentando 2.71 para el angulo L*, 1.68 para el angulo b*, 1.62 para el angulo
C y 2.34 para el angulo h, comparado contra la bebida control que no recibio
tratamiento térmico (P<0.05). Partiendo de esta observacion, Sui et al. (2016),
analizaron la estabilidad de las antocianinas en soluciones acuosas a diferentes
temperaturas de almacenamiento (4, 25, 45y 65°C) durante 25 dias, después de
haber recibido tratamiento térmico de 90, 100, 120 y 140°C, pudiendo observar
que a temperaturas arriba de 25°C se acelera el cambio de color en los 4
tratamientos, mientras que a 4°C, tienden a mantenerse estables, sobre todo en
el grupo que recibié tratamiento térmico de 90°C, mientras que aquellos que
recibieron tratamiento térmico de 100, 120 y 140°C, la estabilidad se logré
apreciar a partir del dia 5. Este efecto ha sido observado en bebidas funcionales
a base de cereales, Haggard et al., (2018) reportan en un estudio de bebidas a
base de diferentes variedades de maices pigmentados, que la temperatura es un
factor importante para la conservacion del color, donde observaron una mayor
estabilidad almacenando las bebidas a 4°C comparadas con aquellas que se
almacenaron a 25°C durante 12 semanas. Asi mismo, en un estudio de bebidas
a base de néctar de fresa reportado por Gdssinger et al. (2009), obtuvieron
resultados similares, donde se comparé el cambio de color a 25°C contra 4° C
durante 3 meses de almacenamiento, observando que a 25°C hubo una menor
estabilidad para el &ngulo a* durante los 3 primeros meses de almacenamiento
(11.60 £2.40 — 4.20 £ 0.50), mientras que a 4°C hubo un mayor estabilidad para
el mismo periodo de tiempo (11.50+£0.20 — 8.20+0.20).

14.1.4 Andlisis microbioldgico

En la produccién de alimentos, unos de los principales parametros a considerar
para la seguridad de su consumo es la inactivacion microbiana, para prevenir el
deterioro del producto y evitar problemas en la salud del consumidor (Knirsch et
al., 2010). Los resultados del presente estudio indicaron una disminucioén en la
cuenta total de mesofilicos aerobios y ausencia para psicrétrofos, coliformes

totales, hongos y levaduras, bacterias acido laticas, E. coliy Salmonella, después
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del tratamiento térmico y durante los 30 dias de almacenamiento. Se ha reportado
que para bebidas minimamente procesadas o artesanales, un tratamiento
térmico a 85°C durante 5 minutos puede inactivar el crecimiento de
microorganismos, tales como los mesofilicos aerobios, lactobacilos y
enterobacterias (Rodriguez-Salinas et al., 2019). Mientras que el efecto de la
temperatura en los microorganismos es explicado principalmente a los grupos de
bacterias de acuerdo a su temperatura Optima de crecimiento (termofilicos,
mesofilicos, psicrétrofos y psicrofilos), donde el grupo de las bacterias
mesofilicas la temperatura maxima de crecimiento ronda entre 35y 47°C, como
optima de 30 y 45°C, finalmente la temperatura minima de sobrevivencia esta
entre 5-10°C, a temperaturas menores a estas Ultimas las bacterias tienden a
inactivar su crecimiento (Berk & Berk, 2013), por ello se puede explicar el
comportamiento observado con una tendencia a disminuir durante los 30 dias de
almacenamiento y con ello una ausencia de bacterias psicrétrofas. De acuerdo
con la normativa NOM-218-SSA1-2011, la cual indica un limite méximo de 50
UFC/g de mesofilicos aerobios, ausencia de coliformes totales y fecales, asi
como la ausencia de enterobacterias como la Salmonela y E.coli, la bebida a
base de maiz morado cumple con dichos limites establecidos durante los 30 dias

de almacenamiento, es decir es segura para su consumo.

14.1.5 Compuestos fendlicos totales

La figura 9 muestra la variacion de los compuestos fendlicos durante 30 dias de
almacenamiento a 4°C, se puede observar que del dia 0 al dia 4 hubo un aumento
del 46% de compuestos fendlicos totales, mientras que la relacion entre
compuestos fendlicos libres-ligados paso de ser 42-58% a 51-49%,
permaneciendo estable hasta el dia 30. El incremento de los compuestos
fendlicos durante el almacenamiento se ha asociado con la formacion de otros
compuestos fendlicos y reacciones que ocurren entre ellos, como lo observado
por Kallithraka et al., (2007), en un estudio en vino tinto en el que encontraron

una relacion directa entre el incremento de compuestos fendlicos totales y el
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incremento de la concentracion de acido caféico, cumarico y ferulico tras 8 meses
de almacenamiento. Al igual que Castro-Lopez et al., (2016), quienes analizaron
una bebida compuesta por agua de coco, naranja, pera, manzana, mango y
guayaba la cual recibié un tratamiento térmico de 95°C durante 15 seg y fue
almacenada a 4°C, encontrando un aumento de 124.43+ 5.53 a 325.09 + 16.32
mg GAE L tras 8 dias de almacenamiento, atribuyendo este aumento a las
reacciones entre los polifenoles oxidados y la formacion de nuevos compuestos
de caracter antioxidante durante el almacenamiento del jugo. De la misma
manera Haggard et al., (2018), en un estudio en bebidas adicionadas con extracto
de antocianinas del pericarpio de maiz, almacenadas a 4°C observaron que del
mes 0 al mes 4 hubo un aumento del 10.72% (133.3 £ 5.40 — 147.60 + 3.80 mg
GAE L), asociando este aumento a la formacion de otros compuestos fendlicos
de caracter antioxidantes producto de la degradacion de antocianinas. Asi
mismo, Klimczak et al. (2007), reportan un aumento del 2.68% en el contenido
de compuestos fendlicos totales en jugos de naranja del mes 2 al 6 de
almacenamiento, mencionando que este efecto pudo deberse a la reaccién con
otros compuestos formados durante el almacenamiento, tales como
carotenoides, aminoacidos, azucares y acido ascorbico que pueden reaccionar

con el reactivo de Fohlin (Vinson et al., 2001).

Por otro lado, como se puede observar en la Figura 8 B, hubo una caida del 10%
de los compuestos fendlicos ligados, mientras que los compuestos fendlicos
libres aumentaron el mismo porcentaje. Como se ha mencionado, los
compuestos fendlicos estan divididos en dos grupos: fendlicos libres y ligados,
sin embargo, cuando los productos alimenticios son sometidos a tratamiento
térmicos mayores a los 40°C se favorece la ruptura de las estructuras de
proteicas y fibra dietaria favoreciendo la liberacion de los compuestos fenélicos
(Klimczak et al., 2007).
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14.1.6 Flavonoides

Los flavonoides son un grupo muy amplio de compuestos fenélicos con un peso
molecular bajo, se pueden encontrar de forma libre y glicosilada en plantas y
vegetales. De acuerdo con los resultados obtenidos, se pudo observar que hubo
una disminucién general durante los 30 dias de almacenamiento. Del dia 0 al dia
4 hubo una disminucion del 24.82%, permaneciendo estable hasta el dia 12,
posteriormente se observo una disminucion del 10.12% del dia 12 al dia 16,
permaneciendo estable hasta el dia 30, con una concentracion final de 13.53 mg
ECat/L. Del Caro et al.,, (2004), evaluaron los cambios del contenido de
flavonoides durante 15 dias en bebidas funcionales a base de frutos citricos
encontrando un comportamiento similar al observado en el presente estudio,
teniendo una disminucién en el contenido de flavonoides del 36% del dia 0 al dia
5, manteniéndose estable hasta el dia 15, asi mismo Gironés-Vilaplana et al.
(2012), analizaron bebidas de bayas de maqui durante 70 dias a 4°C, en las que
reportaron una disminucion del 21.1% al final del estudio asociando este
comportamiento a la tendencia de los flavonoides a precipitarse como

consecuencia de su baja solubilidad.

Por otro lado, partiendo del comportamiento del porcentaje de compuestos
fendlicos libres y ligados, se pudo observar la misma tendencia de los
compuestos fendlicos; del total de flavonoides (Figura 9 B) al dia 0, el 53.55%
pertenecia a los flavonoides ligados, mientras que el 46.05% se presentaron en
su forma libre, asi mismo, esto se vio modificado al dia 4; el porcentaje de los
flavonoides ligados disminuy6 a 44.23% y el porcentaje de flavonoides libres
aumento a 55.77% conservando esta tendencia hasta el dia 30, comportamiento
gue coincide con la liberaciéon de los compuestos fendlicos reportados en la
seccion anterior. La literatura reporta que el contenido total de flavonoides en el
grano del maiz variedad morado la soledad, el 47% estan en forma libre, mientras
gue el 52% estan en forma ligada, por lo que se espera esta misma relacion entre

flavonoides libres y ligados en la bebida, sin embargo, como se ha mencionado
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anteriormente, el tratamiento térmico afecta la composicion fendlica, esto incluye
la liberacion de compuestos fendlicos ligados a la matriz de las células, asi como
la transformacién de compuestos fendlicos ligados a compuestos fendlicos libres,
por lo que el aumento el porcentaje de flavonoides libres comparados con los
flavonoides ligados se puede asociar al efecto del tratamiento térmico. De igual
manera, el almacenamiento se ha asociado con el aumento de flavonoides libres
debido a una continua hidrélisis estructural de la matriz celular por enzimas, tales

como pectinasas, celulasas, amilasas y glucanasas (Lang et al., 2019).

14.1.7 Taninos condensados

El contenido total de taninos condensados se muestra en la figura 10, donde se
puede observar una pérdida del 41% durante los primeros cuatro dias, sin
embargo, permanecio estable hasta el dia 30. En un estudio similar, Haggard et
al., (2018), reportaron una pérdida del 8.33% de taninos condensados en bebidas
a base de maiz morado almacenadas a 4°C durante el primer mes. Por otro lado,
Yang et al., (2011), analizaron el comportamiento de los taninos condensados en
bebidas ténicas a diferentes temperaturas de almacenamiento (0° y 20°C)
encontrando que a 0°C hubo una disminucion del 50% a partir del dia 18,
manteniéndose estable hasta el dia 22, mientras que a 20°C la disminucion se
observo a partir del dia 6 con un contenido mayor al 90%. En un ambiente normal,
los compuestos fendlicos y las enzimas que los degradan se encuentran
estructuralmente ubicados en diferentes sitios; sin embargo, al sufrir alguna
tension adversa como es la fuerza mecanicay lesiones por temperatura o gases,
como el etileno que participa en la maduracién de las frutas y las verduras, las
estructuras de la membrana celular se dafian permitiendo que ambos sustratos
interactien (Yu, G., 2008). Asi mismo, los taninos pueden ser los principales
sustratos de las enzimas debido a que tienen varios grupos galloilo en las
estructuras de los taninos, que proporcionan mas sitios para interactuar, por lo
gue pueden oxidarse facilmente (Yang et al., 2011). A su vez, Giuffrida de
Esteban et al. (2019), en un estudio de 24 meses de almacenamiento a diferentes
temperaturas (15 y 25°C) en vinos Malbec se observé que a 15°C el contenido
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de taninos era mayor que a 25°C a partir del segundo mes y que la mayor pérdida
de taninos ocurri6 al sexto mes en ambas temperaturas, conservando la
tendencia a tener un mayor contenido de taninos a 15°C, por lo que asociaron
las pérdidas del contenido de taninos al estar expuestos a altas temperaturas de
almacenamiento, asi como al bajo pH del vino, ocasionado por la division de los

enlaces C-C inter-flavonoides que forman especies de bajo peso molecular.

14.1.8 Antocianinas

Las antocianinas pertenecen al grupo de los flavonoides, son solubles en agua y
proporcionan tonalidades de rojos, morados y azules entre diversos frutos,
vegetales y plantas (Castafieda-Ovando et al., 2009). En la figura 11 se puede
observar una disminucién significativa de antocianinas del 9% al dia 4 de
almacenamiento, permaneciendo estable hasta el dia 12 presentando una
disminucién maxima para el dia 30 de 37.76% (P<0.05). Asociandose a lo
observado en los resultados de color de la bebida durante los 30 dias de
almacenamiento donde el angulo a*, el cual determina los colores verde-rojo,

disminuyo significativamente el 26% del dia 0 al dia 4 (P<0.05).

Se hareportado que la degradacion de las antocianinas en un sistema alimenticio
es mas lenta comparada contra las soluciones purificadas, debido a la co-
pigmentacion del compuesto; es decir, que interactlia con otros componentes de
la matriz alimenticia, que es lo que ocurre normalmente en los alimentos. (Sui et
al., 2016). De acuerdo con lo observado en el presente estudio se puede decir
qgue durante los primeros 4 dias son liberados los compuestos fendlicos de la
matriz de la bebida, por lo que son mas susceptibles a su degradacion. La
liberacion de estos compuestos de la matriz alimenticia y la liberacion del acido
ascorbico, ocasiona cambios fisicoquimicos, como el aumento de acidez y una
disminucién del pH, que pueden influir en la degradacién del contenido de
antocianinas debido a que puede ocurrir una reaccion de condensacion (Mgaya-
Kilima et al., 2014).
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Este tipo de variaciones han sido observadas anteriormente asociandose a
factores como la temperatura de almacenamiento. De acuerdo con lo que reporta
Haggard et al., 2018 en una bebida de maiz pigmentado, se pudo determinar la
temperatura como factor de conservacion de antocianinas, en su estudio
determinaron una pérdida del 6% durante 30 dias de almacenamiento a 4°C, en
una bebida de maiz pigmentado. Por otro lado, Gdssinger et al., 2009 observaron
una disminucion del 9% después de 3 meses de almacenamiento a 4°C en un
estudio donde se analizé el néctar de fresa, mientras que a 20°C hubo una
disminucién del 54% durante el mismo periodo, por lo que determinaron que a
menor temperatura se mantuvieron estables el color y las antocianinas. Asi
mismo, Mgaya-Kilima et al., (2014), reportaron una pérdida del 53.39% del
contenido total de antocianinas en una mezcla de jugo de citricos tras 6 meses

en almacenamiento a 4°C.

14.1.9 Capacidad antioxidante de la bebida a base de maiz morado

Los resultados presentados en la Tabla 13, demuestran que del dia 0 al dia 4,
por los métodos de DPPH y ABTS, la capacidad antioxidante aument6 90.84% y
24.71%, respectivamente y disminuy6 7.45% por el método de FRAP, seguido de
una disminucién hasta el dia 30. Martinez-Flores et al. (2015), observaron en un
estudio de una bebida de zanahoria almacenada a 4°C, un aumento del 2.30%
para el dia 10 de almacenamiento por el método de DPPH y atribuyeron este
aumento al incremento de compuestos fendlicos libres. Resultados similares
fueron reportados por Castro-Lopez et al., (2016), quienes observaron un
aumento del 45% del dia 4 al dia 8 en una bebida de granada por el método de
DPPH, atribuyendo dicho comportamiento a la fuerte tendencia de los polifenoles
a sufrir reacciones de polimerizacion, generandose areas mas grandes
disponibles para la deslocalizacién de la carga, una vez que excede su valor
critico, la complejidad molecular y el impedimento estérico reducen la
disponibilidad de grupos hidroxilo en reaccion con los radicales DPPH, lo que
causa una disminucion en la capacidad antirradical. Gironés-Vilaplana et al.,

(2011), determinaron la capacidad antioxidante por el método ABTS en una

80



bebida de limon y bayas de maqui almacenada a 4°C, observaron un aumento
del 11% al dia 42 de almacenamiento; sin embargo, a partir del dia 56 disminuyo
el 20%. Por otro lado, Klimczak et al.,, (2007), determinaron la capacidad
antioxidante en jugo de naranja almacenado a 18°C durante 6 meses,
observando que hubo un aumento del 3.45 a 8.25% del mes 0 al mes 2 de
almacenamiento por el método de DPPH, mientras que por el método de FRAP
observaron una disminucion del 4% en ese mismo periodo de tiempo,
atribuyendo este comportamiento a la disminucién de vitaminas como la C y el
contenido total de polifenoles, los cuales estan relacionados con la capacidad
antioxidante por el método de FRAP (Klimczak et al., 2007). Mgaya-Kilima et al.,
(2014), en su estudio en bebidas de jugo de citrico tras 6 meses en
almacenamiento a 4°C, observaron una disminucion del 57.78% de la capacidad
antioxidante por el método de FRAP asociando la disminuciéon de capacidad
antioxidante con la disminucion de antocianinas monomeéricas. De acuerdo a la
composicion del grano del maiz, este contiene vitaminas y minerales tales como
el complejo B, provitamina A, carotenoides y vitiamina E, asi como Fe, Mg y Zn
(Prasanthi et al., 2017), los que se relacionan con la actividad antioxidante. Por
lo tanto, las actividades antioxidantes no pueden atribuirse Unicamente a sus
contenidos fendlicos, sino también a las acciones de diferentes compuestos

antioxidantes presentes en los cereales y sus interacciones.

La capacidad antioxidante depende de la cantidad y el tipo de compuestos
bioactivos que producen las frutas y los vegetales. Nuestros resultados muestran
que, por los tres métodos, alrededor del 20-30% de la capacidad antioxidante
provino de la fraccion libre, mientras que el 70-80% de la fraccion ligada durante
los 30 dias de almacenamiento (Figuras 14, 15y 16). Se pudo observar que la
capacidad antioxidante por DPPH y ABTS, hubo una disminucion de la capacidad
antioxidante libre del 17% y 5%, mientras que la fraccion libre aumento 57 y 8%
respectivamente durante los primeros 8 dias de almacenamiento. En un estudio
realizado en bebidas funcionales a base de moras, Zou et al., (2017), observaron

gue el porcentaje de actividad antioxidante ligada en las bebidas permanecio
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estable durante las primeras 4 semanas, mientras que a la semana 6, se presento
un aumento del 50%, mientras que la fraccion ligada sufrio una disminucion del
20% para la semana 2 y una disminucion del 50% para la semana 4. Atribuyendo
este efecto a la formacién de fenoles unidos al sedimento a partir de compuestos

fendlicos libres sobrenadantes.

Por otro lado, se ha estudiado que la capacidad antioxidante en cereales proviene
en su mayoria de la fraccion ligada. En el grano del maiz aproximadamente
0.40% de la actividad antioxidante es proporcionada por la fraccion libre y 99.60%
por la fraccidn ligada por el método de DPPH, mientras que por el método de
ABTS el 0.91% es debido a la fraccién libre y 99.10% por la fraccién ligada, por
otro lado por el método de FRAP el 47.19 % es debido a la fraccion libre y el
52.81% de la fraccion ligada (Das & Singh, 2016). Como se ha mencionado,
cuando los productos alimenticios son sometidos a tratamiento térmicos mayores
a los 40°C se favorece la ruptura de las estructuras de proteicas y de las fibras,
favoreciendo la liberacion de los compuestos fendlicos, mismos que participan en
la actividad antioxidante (Klimczak et al., 2007). Por otro lado, en un estudio
realizado en bebidas funcionales a base de moras, Zou et al., (2017), observaron
que el porcentaje de actividad antioxidante ligada en las bebidas permanecio
estable durante las primeras 4 semanas, mientras que a la semana 6, se presento
un aumento del 50%, atribuyendo este aumento a la formacion de fenoles unidos

al sedimento a partir de compuestos fendlicos libres sobrenadantes.

14.2 Fase experimental Il
14.2.1 Capacidad antioxidante en plasma

El cuarto objetivo de nuestro estudio fue: evaluar el efecto antioxidante de la
bebida a base de maiz morado (Zea mays) en un modelo in vivo. Esto se logré
examinando el efecto antioxidante postprandial del consumo de la bebida de
maiz morado en participantes sanos (grupo control n=6, IMC 23.07 + 0.93; grupo
estudio n= 8, IMC 21.93 £ 0.88), midiendo capacidad antioxidante total por el
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método de FRAP y cuantificando los marcadores de oxidacion lipidica LDLox y

F2-isoprostano en plasma, durante los 180 minutos posteriores a la ingesta.

La bebida estudio se destaco por tener un contenido significativamente mayor
que la bebida control en flavonoides libres y taninos condensados, (35.66% y
36.30%, respectivamente) asi como la presencia de antocianinas (20.50 £ 0.63
mg EC3G/L) (Tabla 15) (p<0.05). Por lo que la bebida estudio mostrd tener un
mejor perfil protector frente a la actividad oxidativa, atribuyendo esta capacidad
a su composicion fendlica. Los resultados indicaron que el consumo de la bebida
control disminuyd significativamente los niveles de capacidad antioxidante en
plasma durante los primeros 120 minutos después de la ingesta de la bebida
(p=0.044), en comparacion con la bebida estudio la cual no present6 cambios
significativos durante 180 minutos, resultando una ABC 4.81 veces menor en el

grupo control vs el grupo estudio (figura 16).

Se ha demostrado que la ingesta de alimentos ricos en compuestos fendlicos
como las fresas, granada, nueces, entre otros, puede tener efecto protector frente
a la actividad oxidativa debido a su composicion fendlica, ya que se ha observado
que provoca un aumento de compuestos fendlicos circulantes en plasma,
provocando un aumento en la capacidad antioxidante. En un estudio realizado
por Torabian et al., (2009), se analizé el efecto postprandial del consumo de
nueces, en sujetos sanos, donde pudieron observar que el contenido de
compuestos fendlicos en plasma aumento un 29.60% después de 90 min de
haber consumido las nueces elevando un 18.00% la capacidad antioxidante en
plasma. Sin embargo, en otros andlisis no se observo un aumento significativo
de los niveles plasmaticos de la capacidad antioxidante en sangre tras el
consumo de alimentos ricos en polifenoles como lo reportado por Godycki-Cwirko
et al., (2010), donde no encontraron un aumento significativo de compuestos
fendlicos en plasma, después de la ingesta de una bebida de manzana. Estos
resultados contrastantes pueden deberse a varios factores, incluida la baja

biodisponibilidad de polifenoles del tracto intestinal, a las grandes variaciones
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individuales en la eficiencia de absorcion de polifenoles, entre otros factores
(Khan et al., 2014).

Al dia 0 la bebida estudio present6 el 58% y 54% de los compuestos fendlicos y
flavonoides (Figuras 8 y 9), en su forma ligada, proviniendo alrededor del 70% de
la capacidad antioxidante de esta fraccion (Figuras 12, 13 y 14). El metabolismo
de los compuestos fendlicos libres inicia en el intestino delgado, mientras que los
compuestos fendlicos fuertemente unidos a la pared celular (ligados) pueden no
verse afectados por las condiciones de la fase gastrica o las enzimas del intestino
delgado, llegando al colon una gran parte de estas moléculas sin ser digeridas,
algunas de ellas pueden reabsorberse en el higado e ingresar a la circulacion
sanguinea, proporcionando un aumento en la capacidad antioxidante del plasma
basal. Por lo que estos antioxidantes unidos a la pared celular pueden ejercer
efecto mas tiempo que los antioxidantes libres (Comert & Gokmen, 2017). En
este sentido, en un estudio en ratones se analizo la biodisponibilidad de acido
ferdlico ligado en salvado, en el cual establecieron dos tipos de dieta, una
adicionada con &cido ferulico y otra con salvado de trigo (95.8% del acido ferulico
se encuentra en forma ligada y 4.20% libre). Sus principales observaciones
fueron que en ambas dietas elevaron el nivel de acido ferulico a los 15 min, sin
embargo, en la adicionada con acido ferulico se observo que los niveles en
plasma comenzaron a disminuir al minuto 30, hasta llegar a un valor de 0 a la
hora 4.5, mientras que aquellas que fueron suplementadas con salvado, a partir
de la hora 4.5 el contenido de acido ferdlico en plasma aumentd, siendo estable
hasta la hora 24, ademas de presentar un 30% mas de capacidad antioxidante
en plasma. Por lo que se puede asociar, que los compuestos fendlicos libres, son
absorbidos e hidrolizados radpidamente por enzimas como esterasa o xilanasa,
mientras que los ligados se van liberando progresivamente permitiendo
concentraciones constantes entre 1.5 y 24 horas (Rondini, et al.,, 2004). Lo
anterior nos ayuda comprender el efecto postprandial observado en el plasma de
los participantes de ambos grupos del presente estudio: en primer lugar, la
disminucion significativa de la capacidad antioxidante en plasma, en los

participantes que consumieron la bebida control, debido a que contiene menor

84



cantidad de compuestos fendlicos libres, en contraste con la estabilidad de la
capacidad antioxidante en plasma en los participantes que ingirieron la bebida
estudio la cual presentd una cantidad mayor de compuestos libres, como
flavonoides, taninos y antocianinas, asi mismo, el incremento a partir de la hora
3 en capacidad antioxidante en plasma en ambas bebidas, debido a la liberacion

progresiva de los compuestos fendlicos ligados (Figura 17).

Otro factor que puede influir entre la respuesta postprandial antioxidante en
plasma y los compuestos fendlicos libres (y los ligados a largo plazo) en nuestra
bebida, es que dichos compuestos se han asociado con la inhibicion de enzimas
como a-amilasa y a-glucosidasa por el mecanismo de inhibiciébn competitiva, no
competitiva 0 mixta que al ser bloqueadas disminuyen el nivel de glucosa
postprandial, provocando asi una reduccién en la tasa de absorcion de glucosa
en la sangre disminuyendo la produccion de especies reactivas de oxigeno y

nitrégeno postprandial (McDougall et al., 2005).

Las bebidas en este estudio fueron elaboradas con maiz blanco (bebida control)
y maiz morado (bebida estudio), siendo el almidén el principal componente del
grano del maiz, se ha demostrado que alimentos ricos en carbohidratos y
deficientes en compuestos fendlicos, aumentan los niveles oxidativos
plasmaticos comparados contra aquellos que si los contienen. Este efecto se
pudo observar en un estudio realizado por Chusak et al., (2018), quienes
realizaron unas bebidas con Clitoria ternatea (CTE), utilizando como bebida
control una formulaciéon con 50 g de sacarosa y dos bebidas estudio; donde
emplearon 1y 2 g de CTE mas 50 g de sacarosa en cada una, se midi6 la
capacidad antioxidante por el método de FRAP a los 180 min posteriores de la
ingesta de las bebidas. Dentro de los resultados se pudo observar que, tras los
primeros 30 min del consumo de la bebida, el control disminuyo los niveles
antioxidantes en sangre; mientras que 2 g de CTE (+50 g sacarosa) y 1 gde CTE
(+50 g sacarosa), aumentaron la respuesta del 50 y 45% respectivamente, con
un pico maximo al minuto 90 y manteniéndose estable hasta el minuto 180, de

tal manera que el consumo de 1y 2 gramos de CTE fue de 3.74 y 4.72 veces
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mas altos en ABC (area bajo la curva) para capacidad antioxidante plasmatico
determinado por FRAP comparado con el control. Por lo que pudieron asociar
que CTE debido a su alto contenido de antocianinas retrasa el aumento de la
glucosa postprandial por la inhibicion de enzimas como la a-amilasa y
glusocidasa, mostrando un efecto protector aumentando la capacidad
antioxidante. Asi mismo, investigadores de la Universidad de Chulalongkorn,
analizaron la respuesta antioxidante en plasma antes y después de 180 min de
haber ingerido tres diferentes tipos de pan: control (pan blanco), un pan de arroz
variedad Riceberry y otro a base de arroz variedad Hom Mali. Sus principales
hallazgos fueron que en los participantes que consumieron el control y el pan a
base de Hom Mali, disminuyé la respuesta antioxidante un 70 y 50%
respectivamente durante la primera hora, mientras que en los que consumieron
el pan de arroz Riceberry aumento el 50% respecto al estado basal. Ademas, las
ABC de los grupos control y Hom Mali fueron 1.7 y 2.4 veces menor,
respectivamente al grupo Riceberry. Estos resultados indicaron que el pan con
base de arroz Riceberry, mejor6 la capacidad para eliminar los radicales libres,
atribuyendo esto a los altos niveles de compuestos fendlicos presentes en el

grano de arroz (Chusak et al., 2020).

14.2.2 Oxidacién lipidica en plasma
14.2.2.1 LDLox

El mecanismo de accion de los compuestos bioactivos ha sido descrito
previamente, los alimentos ricos en flavonoides pueden eliminar directamente
algunas especies de radicales, rompiendo la reaccibn en cadena de la
peroxidacién lipidica, asi mismo, pueden preservar la actividad paraoxanasa
asociada al HDL, que se ha demostrado que previene la oxidacion de particulas
de LDL (Ho et al. 2013).

Los resultados obtenidos para el LDLox en ambos grupos tuvieron una tendencia

a aumentar, sin embargo, no presento diferencia significativa. Se ha demostrado
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que las diferencias en el nivel de LDLox entre los tratamientos pueden no ser
evidentes sino hasta seis horas después de la ingesta del alimento, lo cual puede
explicar lo observado en los resultados de LDLox en plasma del presente estudio.
En un estudio realizado en la Universidad de California, se analizaron 3 diferentes
alimentos (uno compuesto a base de frijol negro, otro enriquecido con fibra'y uno
mas enriquecido con antioxidantes) en el cual cuantificaron LDLox en 12
participantes sanos, encontrando que después de 5 horas de haber consumido
el alimento no presentaba diferencia significativa (Reverri et al., 2015), por otro
lado, Burton-freeman et al., (2011), en un grupo de 33 participantes observaron
una disminucion de 1.11 veces después de 6 horas de haber consumido una
pasta de tomate, atribuyendo este efecto a que los compuestos fendlicos pueden
unirse al LDL circulante, proporcionando una proteccién frente a especies
reactivas de oxigeno a través de su actividad de captacién de peroxilo. En
contraste con lo reportado por Pala et al.,, (2017), en una bebida de Acai,
encontraron una disminucién significativa del 60% después de 4 semanas de la
ingesta; lo que puede indicar que el tiempo de ingesta es uno de los principales
factores para mostrar cambios significativos en los participantes que consumen

compuestos fendlicos.

Se ha estudiado que los niveles del marcador LDLox pueden verse afectados por
factores como el sexo (Arts et al., 2001). En este sentido, Burton-Freeman et al.
(2010), observaron que los niveles de LDLox después del consumo de una
bebida de fresa al inicio de un estudio en mujeres parecia no tener cambios
significativos después de 6 horas de ingesta; sin embargo, al transcurrir 6
semanas del estudio, la disminucion fue significativa comparado con el estado
basal, disminuyendo el 6.7 veces, esto en comparaciéon a lo observado en
hombres, en quienes la disminucion fue inmediata, por lo que se atribuyo esta
diferencia a la composicion hormonal. Este efecto se ha asociado a la respuesta
metabdlica de las lipoproteinas frente a la dieta, ya que el depdsito de grasa es
mayor en mujeres en comparacion con los hombres, por lo que existe una mayor
movilizacion de acidos grasos libres durante el ayuno en mujeres, ademas, la

captacion y esterificacion de triglicéridos y secrecion de lipoproteinas de muy baja
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densidad también aumentan al ser impulsadas por los estrogenos (Knopp, 2005),
por lo que el sexo puede ser un factor determinante en los resultados obtenidos
en nuestro estudio, debido a que, el 77% del grupo control y el 100% del grupo
estudio estaba conformado por mujeres.

14.2.2.2 F2-Isoprostano

Otro marcador utilizado en este estudio para medir el nivel de peroxidacion
lipidica fue el F2-isoprostano, el cual presenté una tendencia a aumentar en el
grupo control (2.56 + 13.89 pg/mL), con respecto al estado basal y a disminuir en
el grupo estudio (-0.04 + 10.41 pg/mL), no se presentd diferencia significativa
respecto al tiempo ni entre tratamientos. Existen diferentes factores que pueden
afectar los niveles detectados de F2-isoprostano uno de ellos es el tipo de
muestra. En un estudio realizado en la Universidad de Deakin, Australia se
analiz6 el marcador F2-isoprostano después del consumo de pasta enriquecida
con sorgo rojo, encontrando una disminucién de 1.37 pg/mL y el control aumento
0.34 pg/mL respecto al estado basal, sin diferencia significativa, sugiriendo que
esta falta de efecto sobre el nivel de isoprostano puede deberse al corto tiempo
de vida media de los isoprostanos en el plasma (Khan et al., 2014), proponiendo
a la orina como un mejor fluido biolégico que el suero o el plasma, para la
medicién de los niveles de F2 isoprostano, ya que en la orina se puede medir la
acumulacion de este marcardor, mientras que los isoprostanos en plasma tienen
una vida media corta y los niveles varian ampliamente a lo largo del tiempo
(Mahan et al., 2009).

Otros estudios indican que el tiempo y la frecuencia de consumo pueden influir
en los resultados no significativos. En un estudio realizado en la Universidad de
Magdeburg, Alemania, se analizaron dos bebidas de cacao, una bebida control
bajo en flavonoides y una bebida alta en flavonoides, donde se observé que el
grupo bajo en flavonoides tuvo un aumento progresivo durante 6 horas, teniendo
un pico maximo a la hora 4, aumentando el 22% comparado con el estado basal,
mientras que el grupo alto en flavonoides, disminuyo el 9.7% a la hora 6 de

consumo, ambos tratamientos no presentaron diferencia significativa (Wiswedel
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et al., 2004). Por otro lado, Zilio et al., (2018), analizaron la suplementacion de
300 mg por dia de polifenoles durante 15 dias encontrando que en el grupo
control hubo un aumento significativo de 563 a 795 pg/mL, mientras que en el
grupo estudio se mantuvo estable (586 — 610 pg/mL), demostrando que el uso

de polifenoles previno el aumento de los niveles de dicho marcador.

Uno de los mecanismos por el que los polifenoles regulan los niveles de estos
marcadores inflamatorios son las reacciones bioquimicas in vivo que afectan a
varias vias y criterios de valoracion. Se ha demostrado que los compuestos
fendlicos pueden modular la actividad de las enzimas que intervienen en el
metabolismo del acido araquiddnico en los macréfagos, tales como la fosfolipasa
A2, ciclooxigenasa y lipoxigenasa. La inhibicion de estas enzimas por flavonoides
reduce la produccion de prostaglandinas, leucotrienos y peroxinitrato (Hollman et
al., 2011), asi mismo, se puede considerar la participacion de otros componentes
principales de la bebida de maiz como los carbohidratos y los compuestos
fendlicos en el estrés oxidativo posprandial, ya que se ha sugerido un papel de
la oxidacion mediada por glucosa en la desintoxicacién intestinal de

hidroperoxidos lipidicos (Aw et al., 1998).
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15. CONCLUSIONES

La bebida a base de maiz morado demostré tener un contenido importante en
carbohidratos, proteina, ceniza, grasa y fibra cruda. En cuanto a las
caracteristicas fisicoquimicas, se pudo observar cambios significativos durante
los primeros 4 dias de almacenamiento en los parametros de acidez y pH;
mientras que el color y los soélidos solubles totales, los cuales son factores
importantes para la calidad de la bebida, permanecieron estables durante los 30
dias de almacenamiento. Por lo que podemos concluir que los primeros cuatro
dias en almacenamiento son clave importante para alcanzar la estabilizacion
completa de la bebida a base de maiz morado. Asi mismo, se demostré que el
tratamiento térmico y las condiciones de almacenamiento se asocian
positivamente a la conservacion de la bebida debido a la ausencia de
microorganismos patdgenos y descomponedores durante los 30 dias de
almacenamiento, por lo que la bebida se mantiene inocua y por lo tanto es segura

para consumo humano.

Ademas, también se pudo observar que, durante los primeros 4 dias de
almacenamiento existio liberacion de compuestos fendlicos; mientras el
contenido de los flavonoides totales, taninos y antocianas, disminuy6 durante
este mismo periodo de tiempo y posteriormente se mantuvo estable. Ademas, la
capacidad antioxidante total mostré un incremento durante los primeros 4 dias de
almacenamiento; sin embargo, a partir de este periodo el porcentaje disminuyo,

principalmente en la fraccion ligada.

En el estudio in vivo se demostré que el consumo de una bebida a base de maiz
morado puede mejorar la capacidad antioxidante postprandial en plasma
después de 3 horas de consumo, comparado con una bebida a base de maiz
blanco, estas diferencias podrian estar relacionadas con el alto contenido de
compuestos fendlicos y el perfil de grupos fendlicos presentes en la variedad
morada. Asi mismo, no se vieron alterados significativamente los niveles de

LDL-ox y F2-isoprostano durante este periodo de tiempo.
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Dentro de las perspectivas a futuro se puede tomar en cuenta una extension del
marco de tiempo de medicion mas alla de 3 horas, para monitorear por un periodo
de tiempo mayor la interaccion que puede existir entre los polifenoles y otros
componentes alimentarios, como la fibra dietaria antioxidante, lo cual permitiria
ayudar a definir de una manera mas completa el papel de los compuestos
bioactivos presentes en el maiz morado en la atenuacion del estrés oxidativo
postprandial. Asi mismo, se deber& considerar otro tipo de muestra, como la
orina, para una medicion mas precisa de los biomarcadores estudiados. La
bebida a base de maiz morado contiene propiedades nutracéuticas que pudieran
ayudar a disminuir la incidencia de enfermedades crénicas no transmisibles, sin

embargo, se necesitan estudios in vitro o in vivo para confirmarlo.
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16.

ANEXOS

16.1 Formato de evaluacién sensorial por escala heddnica

Nombre:

Edad:

Indicaciones

Fecha:

A continuacion, encontrara frente a usted dos bebidas. Por favor, indique el nivel
de agrado en cuanto a los atributos de acuerdo con la siguiente escala.

3 ’i

- /"\ /"\f

oo‘ . J e
ﬁ/ \,_/ \"/ \/

Me disgusta  Me disgusta

muchisimo mucho ligeramente

bastante

i Cuanto te gusta o te

disgusta el color de la
bebida?

Calificacion

Muestra
829

5M

Agrado general, tomando en
cuenta las caracteristicas
evaluadas, ; qué tanto te

gusta o disgusta la bebida?

Muestra Calificacion
829

571

Me disgustz Me disgusta  No me gusta

7 *9,
— .~
e o\\‘ f: \ . c\", ,"/: .\\J {/: :\'
o — .? ) J \ 5
oA N NS NS Y
Me gusta Me gusta Me gusta Me gusta
ni me ligeramente bastante: mucho muchisimo

disgusta

& Cuanto te gusta o te
disgusta el olor de la
bebida?

Muestra Calificacion

829

511

¢ Cuanto te gusta o te
disgusta la consistencia de

la bebida?
Muestra Calificacion
829
571

;Cuanto te gusta o te
disgusta el sabor de |a

bebida?
Muestra Calificacion
829
ET1
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16.2 Lista de alimentos no permitidos, moderados y permitidos

No permitido Moderado Permitido
Frutas
Toronja Cerezas
Naranja Frambuesas
Manzana con Moras Pifia
piel
Sandia Arandanos Limén Pera sin piel
Granada Fresas Kiwi Manzana sin piel
Uvas Mandarina Platano
Mango Pera con piel
Durazno Pasas y datiles
Verduras y cereales
Linaza Espinaca
Cebolla Zanahoria Champifiones
Brécoli Calabacita Ajo Repollo
Nopales Chicharos Lechuga Arroz blanco
Berenjena Chiles Alcachofa Harinas refinadas y pasta
Coliflor Maiz, Avena Papa blanca sin piel
. Harinas
Apio .
integrales
Leguminosas
Fruql Alubias Soya Garbanzos
Lentejas Habas
Grasas
Almendras Nueces ,
Nuez de laindia  Aceite de linaza Aguacate Aceite de canola
Pistaches Aceite de oliva Aceite de g!rasol
) Mantequilla
Semillas
Especias y condimentos
Curry Albahaca
Orégano Canela
Perejil Mayonesa
Mostaza Pimienta
Origen animal
Carne
Lacteos descremados
Yema de huevo Pollo
Leche entera Pescado

Clara de huevo

B

ebidas

Jugos de frutas
Cocoa
Chocolate
Sidra

Café
Té
Cerveza
Vino tinto

Agua
Agua mineral
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16.3 Menu opcional

Desayunos

Comidas

Cenas

Claras de huevo con

Pescado a la plancha

champifiones Bistec a la plancha e Acompafar con:
~ .| * Acompafar con: papas y
e Acompanar con: o
: . Arroz con garbanzos champifiones
tortilla de harina o pan lech |
blanco y lechuga sa teados en
mantequilla
Sandwich de jamén con
aquacate Pollo en crema
9 . champifiones (baja en | Tacos de pollo (harina)
e Agregar Lechuga
Ueso  reducido en | 9rasd) e Agregar: aguacate y
d : . | * Acompafar con: Pan lechuga
grasa (ejemplo:
0 arroz blanco
panela)
.P'C%z!g:;rn pc?ﬁ]a poco Omelette de claras de
Omelette (claras de ajoy sal E]uexore ar Jamén
huevo) con papas * Acompanar con. qgesg b;ijo en grasg
e Acompafiar con: tortilla de harina, e Acompafiar con pan
champifiones con ajo arroz 0 pasta, P o P
lechuga o bIar_lco o tortilla de
champifiones harina
Quesadillas (de harina Pollo con asta .Sarj:lV\;Ié: ha?'e p?_lcleochu a
con gueso reducido en champifiones P a Ig Sesg .reducido ger;
grasa) con aguacate o PITX d . _
mantequilla grasa (ejemplo:

champifiones

panela), aguacate
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16.4 Consentimiento informado

Titulo del estudio Desarrollo de una bebida funcional a
base de maiz morado (Zea mays):
compuesto  bioactivos y efecto
antioxidante en un modelo in vivo.

Nombre del investigador principal Maria Catalina Hernandez Trejo

Institucion Facultad de Nutricion y Salud Publica.
Universidad Auténoma de Nuevo
Ledn”

Servicio/departamento

Teléfono de contacto

Persona de contacto

Esta forma de consentimiento informado puede incluir términos que usted no
comprenda. Por lo que se sugiere pedir ayuda al personal involucrado en el
estudio para aclarar cualquier duda o concepto que no entienda. Su participacion
en este estudio es voluntaria. Es de importancia que comprenda la explicacion
gue se explica a continuacion y cada uno de sus procedimientos. A continuacion,
se describe el propoésito, los procedimientos, riesgos, molestias, beneficios y

advertencias incluyendo la duracién y la naturaleza de su participacion.

No se pueden dar garantias respecto a los resultados del estudio de

investigacion.

Para ingresar al estudio, usted como sujeto debe firmar y fechar este documento

con la presencia de dos testigos y finalmente recibira una copia de este.

1. Propdésito del estudio.
Evaluar el efecto antioxidante de la bebida a base de maiz morado (Zea mays)

en un modelo In vivo.

2. Criterios de inclusiéon y exclusion.
El personal del estudio verificara que usted cumpla con los siguientes requisitos

antes de considerar su ingreso al estudio de investigacion.
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. Edad entre 22 y 40 afios, IMC entre 18.5y 24.9 kg/m2

3. Procedimientos.
Si usted acepta participar en el estudio, el nutri6logo le realizar4d una breve
entrevista, una historia clinica y se obtendra una muestra de sangre para analizar

la glucosa sérica en ayuno.

4. Riesgos y molestias.
Se realizardn dos evaluaciones integrales que incluyen: antropometria,

composicién corporal, muestra de sangre y muestra de orina.

El Licenciado en Nutricion se encargara de la orientacion dietética durante los
dos periodos (previos al estudio e intervencién), haciéndole entrega de planes

dietéticos personalizados y una enfermera llevara a cabo la extraccién de sangre.

5. Beneficios.

Usted puede verse beneficiado por su participacion en este estudio. Se realizaran
dos evaluaciones integrales que incluyen: antropometria, composicion corporal,
muestra de sangre y muestra de orina. El Licenciado en Nutricion se encargara
de la orientacién dietética durante los dos periodos (previos al estudio e
intervencién), haciéndole entrega de planes dietéticos. Podra tener acceso a la
informacion y resultados de los analisis que se obtendran al final del estudio y
podra recibir una orientacién dietética personalizada. Su participacion sera
gratificante debido a la informacion que se obtendra a largo plazo para la
generacion de conocimiento basico, lo cual fortalecera el estudio de desarrollo de

este tipo de bebidas que impactan en la salud de la sociedad mexicana.

6. Retiro y terminacion.

Su participacion es estrictamente voluntaria. Si desea suspender su participacion,
puede hacerlo con libertad en cualquier momento. Si elige no participar o retirarse
del estudio no incurrira en sanciones ni perdera los beneficios a los que usted

tendria derecho de algun otro modo.
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7. Costos, reembolsos y pagos.
Los procedimientos y pruebas relacionadas con el estudio no tendran ningun

costo.

8. Confidencialidad/expediente clinico.
Toda la informacion que usted nos facilite, asi como los resultados de los analisis
de sangre se procesaran de forma confidencial utilizando codigos para garantizar

el anonimato.

Si acepta participar, la informacion que usted proporcione se manejara en forma
confidencial. Esta informacién no contendra su nombre completo ni su domicilio,
pero podra contener otra informacion acerca de usted, tal como iniciales y su
fecha de nacimiento. Toda esta informacion tiene como finalidad garantizar la
integridad cientifica de la investigacion. Su nombre no sera conocido fuera de la

Institucion al menos que lo requiera nuestra Ley.

Usted tiene el derecho de controlar el uso de sus datos personales de acuerdo
con la Ley Federal de Proteccion de datos Personales en Posicion de
Particulares, asi mismo de solicitar el acceso, correccion y oposicion de su
informacion personal. La solicitud serd procesada de acuerdo con las
regulaciones de proteccion de datos vigentes. Sin embargo, cierta informacion no
podra estar disponible hasta que el estudio sea completado, esto con la finalidad
de proteger la integridad del Estudio.

La Facultad de Salud Publica y Nutricion, asi como el Investigador seran los
responsables de salvaguardar la informaciéon de acuerdo con las regulaciones

locales.

Los resultados de este estudio de investigacion podran presentarse en reuniones
0 en publicaciones. La informacion recabada durante este estudio sera recopilada
en bases de datos del investigador, los cuales podran ser usados en otros
estudios en el futuro. Estos datos no incluiran informacién médica personal

confidencial. Se mantendra el anonimato.
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Al firmar este documento, usted autoriza el uso y revelaciones de la informacién
acerca de su estado de salud y tratamiento identificado en esta forma de
consentimiento. No perderd ninguno de sus derechos legales como sujeto de
investigacion. Si hay cambios en el uso de su informacion, el investigador le

informara.

Los integrantes del equipo investigador se encargaran de contactarlo para
informacion relevante para el estudio, por lo que conoceran sus datos personales.
El resto de los colaboradores del estudio trabajaran con codigos, ignorando a qué

voluntario le corresponde cada cadigo.

El Comité Etico de Investigacion de la Facultad de Salud Publica y Nutricién ha
revisado los objetivos y procedimientos del estudio y ha dado la aprobacion

favorable para su realizacion.

9. Compensacion.
No estd contemplada la remuneraciébn econémica por su participacion en el

estudio.

10.Declaracion.

Reconozco que me han dado la oportunidad de hacer preguntas relacionadas al
estudio de investigacion y que todas estas se me han respondido de manera clara
y precisa.

Entiendo ademas si tengo preguntas relacionadas al estudio, asi como en el caso

de lesiones o complicaciones, deberé notificar de inmediato al investigador.

11.Firma.
Yo

(Nombre y apellidos)
v" He leido la hoja informativa que se me ha entregado.
v" He podido hacer preguntas sobre el estudio.
v He recibido suficiente informacién sobre el estudio.
v" He hablado con el investigador responsable.
v Entiendo que mi participacion es voluntaria.
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v' Entiendo que puedo retirarme del estudio:
v" Cuando quiera
v Sin tener que dar explicaciones
v Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

v' Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha Firma de voluntario

Aseguramiento del investigador o del miembro del equipo.

He discutido lo anterior con esta persona. A mi méas leal saber y entender, el
sujeto estd proporcionando su consentimiento tanto voluntariamente como de
una manera informada, y él/ella posee el derecho legal y la capacidad mental
suficiente para otorgar su consentimiento.

Fecha Firma de la persona que Nombre
obtuvo el consentimiento
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