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Effect of Temperature and Steeping Time on Calcium and Phosphorus Content
in Nixtamalized Corn Flours Obtained by Traditional Nixtamalization Process

I. Rojas-Molina,!? E. Gutiérrez,® A. Rojas,* M. Cortés-Alvarez,' L. Campos-Solis,> M. Herndndez-Urbiola,>®
J. L. Arjona,* A. Cornejo,*” and M. E. Rodriguez-Garcia’®

ABSTRACT

This report shows the effect of temperature (72, 82, and 92°C)
during the cooking stage and steeping time (0, 1, 3,5, 7,9, 11, 13,
and 15 hr) on calcium and phosphorus contents in nixtamalized
corn flours obtained by the traditional nixtamalization process
(NCF). In addition, calcium and phosphorus contents in industrial
nixtamalized corn flours were analyzed for comparative purposes.
Atomic absorption spectroscopy and UV-vis spectroscopy meth-
ods were used to study the calcium and phosphorus contents as
well as the Ca?*/P ratio in NCF and industrial nixtamalized corn
flours. Additionally, deposition and identification of calcium com-
pounds in the nixtamalized corn pericarp were analyzed by low-
vacuum scanning electron microscopy, energy dispersive spec-
trometry, and X-ray diffraction techniques. Dry matter loss in
NCF is also reported. As the temperature increased, Ca>* content
was enhanced, while the phosphorus content decreased with sta-
tistical differences (P < 0.05) between thermal treatments. Ca>*
content in industrial nixtamalized corn flours was significantly
lower (P < 0.05) than that of NCF. On the other hand, no statisti-
cal differences (P < 0.05) were found between phosphorus con-
tent in commercial nixtamalized corn flours and NCF. Calcium

Cereal Chem. 86(5):516-521

compounds, identified as calcite, were detected in corn pericarp.
Statistical differences (P < 0.05) were observed in phosphorous
content in NCF obtained at different cooking temperatures. In
addition, a decrease in phosphorus levels significantly correlated
with the steeping time at 92°C (r = =0.91). At 72, 82, and 92°C,
the average Ca®*/P ratio in NCF was 0.45 + 0.03, 0.61 + 0.05, and
0.82 + 0.05, respectively, indicating a correlation between this
parameter and the cooking temperature. However, no correlation
was found between the Ca?*/P ratio and the steeping time. This
behavior is attributed to calcium attached to corn kernel. In com-
mercial nixtamalized corn flours, the Ca®*/P ratio was signifi-
cantly lower (P < 0.05) than that of NCF. There was a significant
correlation (P < 0.01) between dry matter loss and steeping time
(r = 0.99) in NCF, this fact influenced the Ca®*/P ratio due to the
calcium attached to pericarp. At 82 and 92°C, maximum values of
Ca®*/P ratio were detected in NCF at 7 hr of steeping time and at
9 hr at 72°C. These results can be used with industrial purposes to
assess a maximum calcium-to-phosphorus ratio, and at the same
time, to avoid the loss of pericarp to increase the functional prop-
erties of NCF.

Mineral components in diet are essential for the gain of bone
mineral density during the growth period and are responsible for
the magnitude of the age-related bone mineral loss (Michaelsen et
al 1994). Specifically, calcium intake plays an important role in
skeletal health (Cashman 2002). In the United Sates of North
America and Europe, dairy foods are the main providers of cal-
cium in the diet. Whereas in México, corn tortillas are the princi-
pal source of this mineral. The tortillas and nixtamalized products
(i.e., chips, taco shells, tamales, and instant corn flours) are pro-
duced by the nixtamalization process. At this point, it is important
to denote that the thermoalkaline treatment comprises the cooking
and steeping stage of corn kernels with Ca(OH),, whereas nixta-
malization process involves the cooking and steeping stages, in-
cluding the wet and dry milling of processed corn kernels to
obtain tortillas, instant corn flours, etc These products are abun-
dant in calcium due to the Ca(OH), addition to corn kernels dur-
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ing the cooking step of this process (Bressani 1990; Serna-
Saldivar et al 1990). Wyatt and Triana (1994) explained that
Mexican traditional diet is high in phosphorus, which exists
mainly in phytate form. The lime cooking process reduces phytic
acid content in raw corn kernel, although losses differ 29.9-
36.1%, depending on the processing conditions (Gomez-Aldapa
et al 1996; Urizar and Bressani et al 1997; Bressani et al 2002).

Several researches employing biological models describe that,
even if the corporal calcium concentration is adequate and the
daily calcium ingestion covers dietary recommendations, bones
demineralization takes place if the Ca®*/P ratio in diet is not satis-
factory (Anderson and Draper 1972). Nnakwe and Kies (1985)
reported that rats fed with rich phosphorus diets showed high risk
of bone fracture. Similarly, Spencer et al (1988) showed that high
phosphorus content in diet has a negative effect in calcium depo-
sition in bones. Calvo and Park (1996) observed that phosphorus
modifies significantly the calcium metabolism. Wyatt et al (2000)
studied the growth and composition of femur bones in rats fed
with diets prepared with different calcium and phosphorus con-
tents at the same levels as those found in the Mexican traditional
diet. These authors detected that the Ca®*/P ratio has a greater
effect on bone mass formation and on bone calcium deposition
than the calcium content itself.

Martinez-Flores et al (2000) evaluated the calcium bioavailabil-
ity in rats fed with diets elaborated with raw corn, tortillas pre-
pared with extruded dough added with Ca(OH),, tortillas prepared
with extruded dough without Ca(OH),, and tortillas prepared by
the traditional nixtamalization process. These authors found that
the femur bones of rats fed with extruded tortillas with alkali, and
rats fed with tortillas prepared by the traditional nixtamalization
process were thicker, larger, and showed a higher crystalline qual-
ity, fracture resistance, and calcium content than the femur bones
of rats fed with extruded tortillas without alkali and rats fed with
raw corn. They also observed that diets prepared with corn-ex-



truded tortillas added with Ca(OH), and tortillas obtained by the
traditional nixtamalization process allowed a better Ca>*/P ratio
(1.18 and 1.24, respectively) than diets prepared with raw corn
(0.77), and corn-extruded tortillas without alkali (0.79). That
work showed that the nixtamalization process is a factor that con-
tributes to enhance the Ca®*/P ratio, allowing the calcium bio-
availability. Nevertheless, these authors studied only one proces-
sing condition; consequently, they did not suggest the levels in
processing conditions variables where the Ca**/P ratio is the most
suitable.

Bressani et al (2004) studied the processing conditions on phytic
acid, calcium, iron, and zinc contents of lime-cooked maize. They
found a significant dependence of calcium concentration on the
lime concentration, cooking, and steeping time but not on the
steeping temperature. However, these authors did not consider the
influence of these and other factors (i.e., cooking temperature on
the Ca®*/P ratio of nixtamalized corn). Likewise, Gutierrez et al
(2007) explained that cooking temperature modifies the water and
calcium diffusion into the corn kernels, this mass transference is
associated with changes in pericarp.

The Ca*"/P ratio is an essential parameter to consider in a diet
focused on preventing and controlling the diseases associated with
bone structure abnormalities. For humans, the ideal Ca®*/P ratio in
diet is 1.0-1.5 to preserve the bone mineral density in adult men
(Whiting et al 2002).

On the other hand, the dry matter loss is important in the nix-
tamalization process because this parameter is associated with the
washing process directed to remove excess calcium ions located
in external layers of pericarp and endosperm (Fernandez-Muifioz
et al 2004; Rojas-Molina et al 2007).

In this context, the main objective of this work was to evaluate
the effect of temperature during cooking stage and steeping time
on calcium and phosphorus content in nixtamalized corn flours
obtained by the traditional nixtamalization process. These analy-
ses employed atomic absorption spectrometry, low-vacuum scan-
ning electron microscopy, X-ray diffraction characterization, and
UV-vis spectrophotometry techniques to identify the processing
conditions that afford a Ca®/P ratio of 1.0-1.5 in nixtamalized
corn flours. Furthermore, calcium and phosphorus contents, as
well as Ca?*/P ratio in two industrial nixtamalized corn flours
were analyzed for comparative purposes. The results derived from
this investigation provide valuable information concerning the
conditions that can be used in nixtamalization processes to in-
crease the bioavailability of the calcium contained in nixtamalized
corn products and, consequently, to enhance their functional prop-
erties in the human organism.

MATERIALS AND METHODS

Samples Preparation

The study was conducted with a Quality Protein Maize hybrid
H-368C provided by the National Institute of Forestall and Ag-
ropecuary research (INIFAP-Bajio Experimental Station Guana-
juato, Mexico). Corn kernels (3 kg) were cooked at 92, 82, and
72°C for 25, 40, and 65 min, respectively. The steeping times
were 0, 1, 3,5, 7,9, 11, 13, and 15 hr for each temperature. The
nixtamalization process was performed by using the methodology
reported by Gutierrez et al (2007). Each sample was prepared
separately from the others, constituting an independent event to
obtain five repetitions for each experiment. Additionally, cooked
corn samples (400 g) were used to obtain pericarp samples by
manually separating this structure from the nixtamalized corn
kernels. Subsequently, pericarp samples were dried using a vac-
uum oven at 40°C for 6 hr to a relative moisture content of 10%.
In addition, native corn (NC) and samples of two commercial
nixtamalized corn flours called sample A (SA) and sample B (SB)
for comparative purposes. Three repetitions were made for each
sample.

Residual Calcium Content in Nixtamalized Corn Flours

The calcium content in NC, CTT, NCF, SA, and SB was deter-
mined by the dry ashing method 968.08 (AOAC). The residual
calcium content was measured with a double-beam atomic ab-
sorption spectrometer (AAnalyst 300 Perkin Elmer) equipped
with a deuterium lamp, background corrector and a hollow cath-
ode lamp. The equipment was operated with 12 psi of dry air, 70
psi of acetylene, using a 422.7 nm flame, a 10 mA lamp current,
and a 0.7 nm slit width. Average from three measurements for
each sample was reported.

Sample Characterization by LV-SEM

The morphologic analysis of corn pericarp samples, with and
without thermo alkaline process, was performed in a low-vacuum
scanning electron microscope (LV-SEM), JSM 5600LV, with a
resolution of 5 nm in LV mode, fitted with an energy dispersive
X-ray spectrometer (Noran instrument, model Voyager 4.2.3).
Before the analysis, the pericarp samples were fixed on the speci-
men holder with a carbon tape and mounted on an aluminum
specimen holder. The analysis was performed using equipment
conditions of 20 kV electron acceleration voltage and 12-20 Pa of
pressure in the specimen chamber, obtaining the images on the
fracture surfaces with the backscattering electron signal. Micro-
compositional analysis of the pericarp was done using an energy
dispersive spectrometer, also known as EDS. The pericarp charac-
terization was done for 10 samples in 25 different regions, turning
each of them in order to move the focus position on the micro-
scope. Further surface views of isolated pericarp were captured to
obtain the micrographs.

X-ray Diffraction Characterization

X-ray diffraction analyses were performed for pericarp samples
removed from corn kernels cooked with lime at 92°C and 0, 3, 5,
7, and 9 hr of steeping time. Previous steeping times were se-
lected according to Gutierrez et al (2007) because at O hr, the
cooking stage ends; 3 hr is related to the partial permeability (per-
colation) of the pericarp; 5 hr is associated with the separation
between pericarp and endosperm; and 7 and 9 hr represent the
partial removal of pericarp that promotes the entrance of calcium
and water to the internal layers of the corn kernels. Native and
processed pericarp samples were ground to a fine powder and
passed through a 150-um screen. The powder samples were then
densely packed into an Al frame. The X-ray diffraction patterns of
the samples were recorded on a diffractometer (Siemens D5000)
operating at 35 kV and 15 mA, with a CuK,, radiation wavelength
of A = 1.5406 A. The measurements were made from 4° to 30° on
a 20 scale with a step size of 0.05°. Spectrum analysis software
(Diffract/AT, Socavin V1.2) was used to analyze the X-ray diffrac-
tion patterns from experimental samples.

Phosphorus Content in Nixtamalized Corn Flours

Phosphorus content in NC, CTT, NCF, sample SA, and sample
SB was determined according to AOAC Official Method 965.17
(2000). The Ca**/P ratio was obtained from the division of cal-
cium and phosphorus content observed for each sample at differ-
ent steeping times. All the measurements were done three times.

Dry Matter Loss of Corn During Traditional
Nixtamalization Process

After the indicated steeping times (0—15 hr) at each temperature
(72, 82, and 92°C), the samples were washed twice and the water
from the first and second washes, as well as the steeping water,
was evaporated in a low-vacuum furnace (40°C) to dryness (8%
moisture content). The total remaining solids were used to calcu-
late the total dry matter lost as a function of the steeping time
(Fernandez-Muifioz et al 2004). The measurements were con-
ducted in quadruplicate.

Vol. 86, No. 5, 2009 517



Statistical Analyses

One-way analysis of variance (ANOVA) was performed using
the Statgraphics ANOVA procedure (Graphics Software System,
Manufistics) and applying the multiple range test with a probabil-
ity P < 0.05. The effect of temperature and steeping time on the
calcium, CaCQOs, and phosphorus content, as well as on dry matter
loss were studied as the factors.

RESULTS AND DISCUSSION

Calcium Content in Nixtamalized Corn Flours

Figure 1 shows the calcium content of NCF as a function of the
steeping time for three cooking temperatures (72, 82, and 92°C).
Figure 1 also shows the calcium content of two commercial nix-
tamalized corn flours (SA and SB), as well as native corn (NC),
and corn with thermal treatment (CTT). It is evident that the in-
dustrial and traditional nixtamalization process significantly in-
creased (P < 0.05) the calcium content in instant corn flours
compared to that of NC and CTT. However, it is worth noting that
calcium content in corn flours obtained by the traditional nixta-
malization process at 72, 82, and 92°C is higher (0.14 + 0.02,
0.17 £ 0.03, and 0.19 £ 0.03, respectively) than calcium content
in corn flours produced by industrial processes (0.13 + 0.01). This
means that calcium content in NCF is an average 33.85% higher
than calcium content in industrialized samples SA and SB. These
results may be explained in that in some industrial nixtamaliza-
tion processes, the corn kernel is cooked by steam injection in the
presence of Ca(OH), as the corn slowly passes along a large con-
veyor. Then the cooked corn is washed to remove excess lime and
ground with a hammer mill, avoiding the steeping step (Monte-
mayor and Rubio 1983). In other processes, the corn kernel is

0.35

—O— SA Commercial nixtamalized corn flour (sample A)
—i+— SB Commercial nixtamalized corn flour (sample B)
—57—NC Native corn

0.30 { —<— CTT Corn with thermal treatment without Ca(OH),
—=&— Traditional nixtamalized corn flours (72°C)

—&— Traditional nixtamalized corn flours (82°C)

—&— Traditional nixtamalized corn flours (92°)

0.25 -

Residual calcium content (%)
N
//
o
O

0.20 4
] P \ixx .
0.15+ ,/i L
A
5 0 _
0.10
<
0.05 g

Steeping time (hr)

Fig. 1. Calcium content of native corn, commercial corn flours, control
sample, and instant corn flours as a function of steeping time for samples
cooked at 72, 82, and 92°C (1% lime, w/v) using traditional nixtamal-
ization process.
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subjected to the cooking stage for ~30-50 min. It is then allowed
to soak for 60—120 min and washed. Consequently, the steeping
step is shorter than in the traditional nixtamalization process
(Bressani et al 1997; Gutierrez et al 2007). Regarding this, Bres-
sani et al (2004) reported that steeping time showed a highly sig-
nificant effect in increasing the calcium content. Another possible
explanation for the low content of calcium in commercial nixta-
malized corn flours is associated with the fact that in the indus-
trial nixtamalization process, the hull or pericarp of corn kernel
sometimes is intentionally removed during the washing step to
avoid undesirable color sources (i.e., lignin) to the nixtamalized
corn products (Gonzalez et al 2004). This point is very important
from a nutrimental point of view because pericarp exhibits a high
capacity to attach calcium in the hemicelluloses matrix (Reguera
et al 2003) and in the micropores formed during the thermoalka-
line process (Gutierrez et al 2007). Consequently, the partial re-
moval of corn pericarp implies the loss of a source of calcium and
fiber in the diet. Calcium ion diffusion into the endosperm through
the pericarp promotes structural changes in the endosperm. This
fact is related to the total or partial gelatinization of the starch
(Rojas-Molina et al 2007).

Samples Characterization by LV-SEM

Figure 2a—d shows micrographs of an external surface view of
the pericarp from raw corn and pericarp from corn kernels cooked
with lime at 92°C obtained by LV-SEM. Figure 2a shows the
pericarp from a native corn kernel where the elongated filaments
(EF) are associated with cellulose fibers, hemicellulose, and lig-
nin as was reported by (Gutierrez et al 2007). Figure 2b shows the
corn kernel pericarp at the end of the cooking stage (0 hr of steep-
ing). The superficial layer of pericarp (waxy layer) was removed
as a result of the thermoalkaline treatment (Hurtado et al 2005),
thus the inner layers are exposed to the alkaline solution. Figure
2b also shows the deposition of white granules (WG) see Fig. 2b—
f). Using EDS, these particles were identified as calcium com-
pounds. Figure 2c and d shows the pericarp state for samples with
3 and 5 hr of steeping time, respectively. It is evident that the cal-
cium compounds attached to this structure increased as a function
of the steeping time. The insert in Fig. 2d shows the separation
between pericarp and endosperm at 5 hr of steeping time as re-
ported by Gutierrez et al (2007). In contrast, Fig. 2e and f show
that the white granules diminished compared with previous steep-
ing times. Decrease of calcium compounds in pericarp has been
associated with dry matter loss resulting from fat and fiber located
mainly in the germ and pericarp that are removed during the nix-
tamalization process (Ortega et al 1986; Almeida-Dominguez et al
1998). SEM images of pericarp samples at 82 and 72°C showed the
same trend at longer steeping times than those at 92°C.

Fig. 2. LV-SEM images of outside and superficial views of pericarp frac-
tion of QPM H-368C corn kernel. a: Native corn. b-f: Nixtamalized corn
pericarp cooked at 92°C (1% lime, w/v) and steeping times of 0, 3, 5, 7,
and 9 hr. EF = elongated filaments, WG = white granules.



X-ray Diffraction Characterization

Figure 3 shows X-ray diffraction patterns of pericarp corn ker-
nels with thermoalkaline treatment cooked at 92°C and steeped at
0, 3,5,7,9, and 15 hr. The patterns were displaced for a better
comparison. The X-ray diffraction patterns of pericarp samples
exhibited an amorphous material pattern; this may be explained
by the fact that pericarp consists mainly of hemicelluloses (70%).
This compound is an amorphous heteropolysaccharide (Gonzalez
et al 2004), consequently, it predominates in the X-ray diffraction
pattern of the samples. Lines in Fig. 3 identify hexagonascalen-
ohedral class calcite crystals (CaCOs;) (card 05-0586 ICDD Inter-
national Diffraction Data). CaCO; is formed from the chemical
reaction of Ca(OH), (alkaline solution) + CO, (atmospheric) —
CaCO; + H,0O as described by Galvan-Ruiz et al (2007). X-ray
identification corresponds to white particles in the pericarp after
the cooking step (Fig. 2b,c,d,e,f). It is important to note that at
longer steeping times, the characteristic peaks in X-ray diffraction
patterns for calcite showed a better definition mainly at a 30°
diffraction angle 20. Similarly, Gonzalez et al (2004) reported that
the peak intensity located at this 20 angle position increased when
the Ca(OH), concentration used to isolate hull nixtamalization
also increased, even though Gonzalez et al (2004) do not give any
explanation for this finding. The same authors suggest that re-
moval of the amorphous fraction in pericarp (mainly hemicellu-
loses) gives a better resolution of the material with major crystal-
line order.

Phosphorus Content in Nixtamalized Corn Flours

Values of phosphorus content in NC, commercial nixtamalized
corn flours (SA and SB), CTT, and NCF are shown in Fig. 4.
Phosphorus content in samples SA, SB, and in NCF obtained at
72, 82, and 92°C was an average of 0.27 = 0.01, 0.22 + 0.01, 0.31
+ 0.02, 0.28 = 0.02, and 0.23 * 0.01, respectively. These results
agree with Bressani et al (2001), who reported a phosphorous
content of 0.22-0.35 for industrial nixtamalized corn flours. Fig-
ure 4 also shows that phosphorus content in NCF significantly
decreased (P < 0.05) compared with that in NC and CTT. In addi-
tion, Fig. 4 shows that as temperature increased, the phosphorus
content diminished with significant differences (P < 0.05) be-
tween processing temperatures. Additionally, there was a signifi-
cant correlation between phosphorus content and cooking temper-
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Fig. 3. X-ray diffraction patters of nixtamalized corn pericarp at 92°C
(1% lime, w/v) and steeping times of 0, 3, 5, 7, and 9 hr.

ature (r = —0.95). Steeping time did have an important effect in
reducing the phosphorus content, mainly at 92°C, where a signifi-
cant correlation between phosphorus levels and steeping time was
detected (r = —0.91). Phytic acid and its salts are the main chemi-
cal forms of phosphorus storage in cereal seeds and oilseeds
(Wyatt and Triana-Tejas 1994; Zhou and Erdman 1995), and phytic
phosphorus content in corn kernels represents 61-77% of total
phosphorus (Nelson et al 1968; O’Dell et al 1972; Haug and
Lantzsch 1983; Eeckhout and De Paepe 1994). Therefore, our
results are in agreement with Gomez-Aldapa et al (1996), Urizar
and Bressani (1997), and Bressani et al (2002) because they re-
ported losses of phytic acid in nixtamalized maize flours. Our
data also agree with those obtained by Bressani et al (2004), who
found a significant effect of steeping time in reducing the phytic
acid level in alkaline cooked maize. However, there were not sig-
nificant interactions (P < 0.0001) for temperature and steeping
time as reported by Bressani et al (2004). This discrepancy could
be attributed to corn cultivar and alkaline processing conditions
used in both researches.

Calcium/Phosphorus Ratio in Nixtamalized Corn Flours
Figure 5 shows the Ca*/P ratio as a function of steeping time.
It is evident that the Ca**/P ratio in NCF increased significantly (P
< 0.05) with respect to the ratio obtained for NC and CTT, al-
though, the Ca®'/P ratio changes were not proportional to the
steeping time, indicating that the Ca?*/P ratio is directly related to
the changes in Ca?* and P contents. In a similar trend to that pre-
sented by data shown in Fig. 1, maximum Ca?*/P ratio values for
82 and 92°C were detected at 7 hr, while for 72°C, a maximum
Ca”*/P ratio was obtained at 9 hr. On the other hand, the Ca**/P
ratios obtained for commercial nixtamalized corn flours (SA and
SB) were lower than the value observed in NCF. These findings

0.60
—i+— SA Commercial nixtamalized corn flour

—C— SB Commercial nixtamalized corn flour

0.55 4 —~— NC Native corn

—— CTT Corn with thermal treatment without Ca({)H)z
—#&— Traditional nixtamalized corn flours (72°C)
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Fig. 4 Phosphorus content of native corn, commercial corn flours, control
sample and instant corn flours as a function of the steeping time for sam-
ples cooked at 72, 82 and 92°C (1% lime, w/v) using the traditional nix-
tamalization process.
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are a consequence of the low calcium content in samples SA and
SB due to the use of short steeping times during the industrial
processes used to elaborate these flours (Bressani et al 1997).
Additionally, it is important to consider that calcium absorption in
the pericarp is significantly higher than that in the endosperm and
germ (Gutierrez et al 2007). Furthermore, Fig. 5 presents data that
constitute evidence that the Ca?*/P ratio increases (P < 0.05) as a
function of cooking temperature.

Dry Matter Loss of Corn During Traditional
Nixtamalization Process

The dry matter loss for NCF was an average of 1.62 = 0.77,
2.38 £ 0.72, and 3.33 + 1.43 for 72, 82, and 92°C, respectively,
with statistical differences between treatments (P < 0.05). These
values are lower than those reported by Pflugfelder et al (1988),
Serna-Saldivar et al (1993), and Almeida-Dominguez et al (1998),
who observed losses of 4.42—-18.79%. The lower values for the
dry matter loss obtained in this research are attributable to the
characteristics of the QPM pericarp, which is not completely re-
moved during cooking and steeping stages (Sproule et al 1988).
In addition, dry matter loss has been related to the washing pro-
cedure (Bressani and Billeb 2001). There was a significant corre-
lation (P < 0.01) between steeping time and dry matter loss at 72,
82, and 92°C (r = 0.99, r = 0.98, and r = 0.99, respectively). In-
crease in dry matter loss as a function of temperature and steeping
time is shown in Fig. 6 was also observed by Sahai et al (2000).
These authors describe that cooking temperature, lime concentra-
tion, and steeping time during nixtamalization govern total dry
matter loss. Figure 6 shows there are critical conditions in tem-
perature (92°C) and steeping time (7—15 hr), where the dry matter
loss is maximum. This feature is very important because matter
loss has been associated with the loss of fat and fiber mainly lo-
cated in the germ and pericarp that are removed during the nixta-
malization process (Ortega et al 1986; Almeida-Dominguez et al
1998). This implies that pericarp is eliminated mainly during the
washing stage, which represents an important loss of calcium
attached to this anatomical structure of corn kernel.

CONCLUSIONS

The results derived from this work showed that calcium content
in NCF and commercial nixtamalized corn flours is higher than
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EEE Traditional nixtamalized corn flours (72°C)
CTT Corn with thermal treatment without Ca(OH), at 92, 82 and 72°C

Ca/P ratio

Steeping time (hr)

Fig. 5 Phosphorus/calcium ratio of native corn, commercial corn flours,
control sample and instant corn flours as a function of steeping time for
samples cooked at 72, 82, and 92°C (1% lime, w/v) using the traditional
nixtamalization process.
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that of NC and CTT. In NCF, calcium concentration increased
with cooking temperature and steeping time. However, as it was
previously reported, this rise in calcium content was not propor-
tional to the steeping time. A shorter steeping stage used in indus-
trial production processes of commercial nixtamalized corn flours
is partly responsible for the differences between the calcium con-
centrations in NCF and commercial nixtamalized corn flours.
Other authors reported that the highest calcium concentration in
total corn kernels is attached to the corn pericarp. Therefore, low
calcium content in commercial nixtamalized corn flours is also
attributable to the industrial nixtamalization process, where the
pericarp of corn kernel is intentionally removed during the wash-
ing step to avoid undesirable color addition to the nixtamalized
corn products. LV-SEM images in this report showed that changes
in calcium content in NCF as a function of the steeping time can
be partially ascribed to the morphological and physicochemical
changes that take place in the pericarp corn kernel during the
thermoalkaline process. In addition, X-ray diffraction patterns in-
dicated that a fraction of the calcium retained in pericarp reacts
with atmospheric CO, giving as a result the formation of CaCQO;.
This fact is very important from a nutrimental point of view be-
cause CaCO; is an adequate calcium source for humans. Phos-
phorus content in NCF and commercial nixtamalized corn flours
was lower than that in NC and CTT. In contrast to the calcium
content, phosphorus concentration decreased with the temperature
process due to elimination of phytic acid, as previously reported.
The highest Ca?*/P ratios were detected in NCF obtained at high
temperatures (92°C), where the calcium content is the highest and
the phosphorus concentration is the lowest. The Ca®*/P ratio was
lower in commercial nixtamalized corn flours, suggesting that
industrial nixtamalized corn flours must be enriched with cal-
cium. The dry matter loss increased with the temperature process
and a high correlation between dry matter loss and steeping time
was detected. Dry matter loss influences the Ca”*/P ratio because
the pericarp attaches the highest calcium concentration. Further-
more, it is well known that pericarp constitutes part of the dry
matter loss. Finally, the results obtained in this work indicate that
the optimum conditions to be used in industrial nixtamalization
processes to obtain maximum bioavailability of the calcium con-
tained in nixtamalized corn products must consider a thermal
treatment at 92°C and steeping times no longer than 9 hr.

| ] Traditional nixtamalized corn flours (92°C)
Traditional nixtamalized corn flours (82°C)
6 - EZZ5] Traditional nixtamalized corn flours (72°C)
CTT Comn with thermal treatment without Ca(OH), at 92, 82 and 72°C —

Dry matter loss (%)

RN
T TR

Steeping time (hr)

Fig. 6. Dry matter loss of control sample and instant corn flours as a
function of the steeping time for samples cooked at 72, 82, and 92°C (1%
lime, w/v) by using the traditional nixtamalization process.
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Efecto de la Temperaturay Tiempo de Reposo en el Contenido de Calcio y F4sforo en
Harinas de Maiz Nixtamalizado Obtenidas mediante el Proceso de Nixtamalizacion
Tradicional

. Rojas-Molina®’, E. Gutiérrez %, A. Rojas®, M. Cortés-Alvarez’, L. Campos-Soll’sz*, M.Hernandez-Urbiola*®,
J.L. Arjona?, A. Cornejo®® and M.E. Rodriguez-Garcia®’

RESUMEN

Este articulo muestra el efecto de la temperatura (92, 82 y 72 °C)
durante la etapa de coccién y tiempo de reposo (0, 1, 3, 5, 7, 9, 11,
13 y 15 h) en el contenido de calcio y fésforo en harinas de maiz
nixtamalizado obtenidas mediante el proceso de nixtamalizacion
tradicional (HMN). Adicionalmente el contenido de calcio y fésforo en
harinas de maiz nixtamalizado comerciales fueron analizados con el
objeto de compararlas. Las técnicas de Espectroscopia de
Absorcion Atémica y Espectroscopia UV-VIS fueron utilizadas para
estudiar el contenido de calcio y fésforo, asi como la relacién Ca®/P
en HMN vy harinas de maiz nixtamalizado comerciales. La fijacion e
identificacion de los compuestos de calcio en el pericarpio de granos
de maiz nixtamalizados fueron analizados mediante las técnicas de
Microscopia Electrénica de Barrido a Bajo Vacio (LV-SEM),
Espectroscopia de Energia Dispersa y Difraccion de Rayos-X.
Ademas se report6 la pérdida de materia seca. Se encontr6 que a
medida que la temperatura aumenta, el contenido de Ca?" también
aumenta, mientras que el contenido de fosforo disminuye con
diferencias estadisticas (P < 0.05) en tratamientos térmicos. El
contenido de Ca®* en harinas de maiz nixtamalizado comerciales fue
significativamente menor (P < 0.05) que en harinas de maiz
nixtamalizado por el método tradicional (HMN). Por otro lado no se
encontraron diferencias estadisticas (P < 0.05) entre los contenidos

de fésforo en HMN comerciales y HMN. Los compuestos de calcio
identificados como calcita fueron detectados en el pericarpio de
granos de maiz. Se observaron diferencias estadisticas (P < 0.05)
en el contenido de fosforo en HMN obtenidas a diferentes
temperaturas de coccion. Adicionalmente la disminucion de los
niveles de fosforo, esta correlacionada con el tiempo de reposo a 92
°C (r=-0.91). A 72, 82y 92 °C, el promedio de la relacién Ca*"/P en
HMN fue de 0.45 + 0.03, 0.61 + 0.05 y 0.82 + 0.05, respectivamente
indicando una correlacion entre este pardmetro y la temperatura de
coccién. Sin embargo, no se encontré correlacion entre la relacion
Ca®'/P y el tiempo de reposo, Este comportamiento se le atribuye al
calcio fijado al grano de maiz. En HMN comerciales la relacién
Ca®'/P fue significativamente menor (P < 0.05) que en la HMN. Hubo
una relacion significativa (P < 0.01) entre la pérdida de materia seca
y el tiempo de reposo (r = 0.99) en HMN, este factor influencia la
relacién Ca®'/P debido al calcio fijado en el pericarpio. A 82 'y 92 °C,
los valores maximos de la relacién Ca*/P fueron detectados en
HMN con un tiempo de reposo de 7h, y 9h a 72 °C. Estos resultados
se pueden utilizar con objetivos industriales, para alcanzar el valor
méximo de la relacién Ca®*/P y al mismo tiempo evitar la pérdida del
pericarpio para incrementar las propiedades funcionales de las
HMN.

En la dieta los componentes minerales son esenciales para el
aumento de la densidad mineral O0sea durante el periodo de
crecimiento y son responsables de la magnitud de la pérdida de
minerales del hueso relacionados con la edad (Michaelsen et al
1994). Especificamente la absorcion de calcio juega un papel
importante en la salud ésea (Cashman 2004). En los Estados
Unidos de Norteamérica y Europa, los lacteos son las principales
fuentes de calcio en la dieta. Mientras que en México las tortillas son
la principal fuente de este mineral. Las tortillas y los productos
nixtamalizados (vgr. frituras, tacos fritos, tamales y harinas de maiz
instantaneas) son producidos mediante el proceso de
nixtamalizacién. Es importante resaltar que el tratamiento térmico
alcalino contempla las etapas de coccion y tiempo de reposo de los
granos con Ca(OH), mientras que el proceso de nixtamalizacion
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Involucra las etapas antes mencionadas y posteriormente la
molienda humeda y seca de los granos de maiz procesados para
obtener tortillas, harinas de maiz instantaneas, etc. Estos productos
son abundantes en calcio debido al hidréxido de calcio afiadido a los
granos de maiz durante la etapa de coccidon de este proceso
(Bressani 1990, Serna-Saldivar et al 1990). Wyatt y Triana (1994)
explicaron que la dieta mexicana tradicional es alta en fosforo que
existe principalmente en forma de fitato. El proceso de coccién
alcalina reduce el contenido de &cido fitico en granos de maiz
crudos, aunque las pérdidas varian de 29.9 a 36.1% dependiendo
de las condiciones de proceso (Gémez-Aldapa et al 1996, Urizar y
Bressani et al 1997, Bressani et al 2002).

Algunas investigaciones donde se utilizaron modelos biolégicos
describen que, aunque la concentracion de calcio en el cuerpo sea
la adecuada y la ingesta diaria cubra las recomendaciones de la
dieta, la desmineralizacion de los huesos se presenta si la relacion
Ca™/P en la dieta no es satisfactoria (Anderson y Draper 1972).
Nnawke y Kies (1985) reportaron que las ratas alimentadas a base
de dietas ricas en fésforo mostraron un alto riesgo de fractura ésea.
De manera similar, Spencer et al (1988) mostraron que las dietas
con un alto contenido en fésforo tienen un efecto negativo en la
fijacion del calcio en los huesos. Calvo y Park (1996) observaron
que el fésforo modifica de manera significativa el metabolismo del
calcio. Wyatt et al (2000) estudiaron el crecimiento y la composicion
del fémur de ratas alimentadas a base de dietas con diferentes
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contenidos de calcio y fésforo con los niveles encontrados en la
dieta mexicana tradicional. Estos autores detectaron que la relacién
Ca®'IP tiene un mayor efecto en la formacién de la masa ésea y en
el depésito de calcio que en el contenido de calcio mismo.

Martinez-Flores et al (2000) evaluaron la biodisponibilidad del
calcio en ratas alimentadas a base de dietas elaboradas con maiz
crudo, tortillas preparadas con masa extruida adicionada con
hidroxido de calcio, tortillas preparadas con masa extruida sin
hidroxido de calcio y tortillas preparadas mediante el proceso de
nixtamalizacién tradicional. Estos autores encontraron que el fémur
de ratas alimentadas a base de tortillas obtenidas mediante el
proceso de extrusién [con Ca(OH),] y de ratas alimentadas a base
de tortillas preparadas mediante el proceso de nixtamalizacién
tradicional eran méas duros y gruesos y mostraron una mayor calidad
cristalina, tenian una mayor resistencia a la fractura y concentracién
de calcio que el fémur de ratas alimentadas a base de tortillas
obtenidas mediante el proceso de extrusion [sin Ca(OH);] y a base
de maiz crudo. También observaron que las dietas preparadas con
tortillas extruidas adicionadas con Ca(OH), y las tortillas obtenidas
mediante el proceso de nixtamalizacién tradicional dan lugar a una
mejor relacién Ca*'/P (1.18 y 1.24 respectivamente) que las dietas
preparadas con maiz crudo (0.77) y tortillas extruidas sin &lcali
(0.79). Dicho trabajo puso en evidencia que el proceso de
nixtamalizacién es un factor que contribuye a la mejora de la
relacién Ca®'/P, favoreciendo la biodisponibilidad del calcio. Sin
embargo, estos autores solo estudiaron una condicién de proceso,
no sugirieron niveles de variaciéon en las condiciones de proceso
donde la relacién Ca**/P fuera la mas adecuada.

Bressani et al (2004) estudiaron las condiciones de proceso en los
contenidos de acido fitico, calcio, hierro y zinc, en la coccién alcalina
del maiz. Encontraron una dependencia significativa de la
concentracién de calcio con la coccién y el tiempo de reposo, pero
no con la temperatura de reposo. Aunque estos autores no
consideraron la influencia de estos y otros factores tales como la
temperatura de coccién en la relacion Ca®*/P en el maiz
nixtamalizado. De igual manera Gutiérrez et al (2007) explicaron que
la temperatura de coccion modifica la difusién de agua y calcio al
interior de los granos de maiz, esta transferencia de masa esta
asociada con los cambios en el pericarpio.

La relacién Ca*/P es un parametro esencial que se debe
considerar en una dieta enfocada a la prevencion y control de
enfermedades asociadas con anormalidades en la estructura 6sea.
Para los humanos la relacién Ca*/P en la dieta varia de 1.0 a 1.5
para conservar la densidad mineral del hueso en hombres adultos
(Whitting et al 2002).

Por otro lado, la pérdida de materia seca es importante en el
proceso de nixtamalizacion, este pardmetro esta asociado con el
proceso de lavado para remover el exceso de iones calcio en las
capas externas del pericarpio y el endospermo (Fernandez-Mufiéz et
al 2004, Rojas-Molina et al 2007).

En este contexto, el objetivo principal de este trabajo fue evaluar
el efecto de la temperatura durante la etapa de coccién y el tiempo
de reposo en el contenido de calcio y fésforo en harinas de maiz
nixtamalizado (HMN) obtenidas mediante el proceso de
nixtamalizacién tradicional. Estos analisis fueron realizados
mediante las técnicas de Espectrofotometria de Absorcion Atémica,
Microscopia Electrénica de Barrido a Bajo Vacio, Difraccion de
Rayos-X y Espectrofotometria UV-VIS, para identificar las
condiciones de proceso que alcancen una relacién Ca®'/P entre 1.0
y 1.5 en harinas de maiz nixtamalizado. Ademas los contenidos de

calcio y fésforo, asi como la relaciéon Ca®/P en dos HMN
comerciales fueron analizadas con el objeto de compararlos. Los
resultados que se obtuvieron en esta investigacion proveen valiosa
informacién que concierne a las condiciones que se pueden utilizar
en procesos de nixtamalizacion para aumentar la biodisponibilidad
del calcio contenido en productos de maiz nixtamalizados, y en
consecuencia para mejorar sus propiedades funcionales en el
organismo humano.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de las muestras

Este estudio se llev6 a cabo utilizando maiz hibrido de alta calidad
protéica variedad hibrido 368C (QPM H-368C) proporcionado por el
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP-Delegacion Experimental del Bajio Guanajuato
México). Los granos de maiz (3kg) fueron cocidos a 92, 82y 72 °C
durante 25, 40 y 65 min respectivamente. Los tiempos de reposo
fueron 0, 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 y 15 h para cada temperatura. El
proceso de nixtamalizacion fue realizado utilizando la metodologia
reportada por Gutiérrez et al (2007). Cada muestra fue preparada
por separado constituyendo un evento independiente para obtener
cinco repeticiones para cada experimento. Las muestras de maiz
cocido (400g) fueron utilizadas para obtener muestras de pericarpio
separandolo manualmente de los granos de maiz nixtamalizados.
Posteriormente las muestras de pericarpio fueron secadas utilizando
un horno de vacio a 40 °C durante 6 horas, hasta alcanzar un
contenido de humedad del 10%. Ademas el maiz nativo (MN) y las
muestras de dos harinas de maiz nixtamalizado comerciales,
muestra A (MA) y muestra B (MB) fueron analizadas con el objeto de
compararlos. El andlisis de cada muestra se realiz6 por triplicado.

Contenido de calcio residual en Harinas de Maiz Nixtamalizado

El contenido de calcio en maiz nativo (MN), maiz con tratamiento
térmico sin Ca(OH), (MTT), harina de maiz nixtamalizado (HMN),
harina de maiz comercial muestra A (MA) y muestra B (MB) fue
determinado por el método de cenizas 968.08 (AOAC, 1998). El
contenido de calcio residual fue medido con un Espectrémetro de
absorcion atomica de doble flama (AAnalyst 300 Perkin Elmer),
equipado con una lampara de deuterio, con un corrector de
trasfondo y una lampara de catodo hueco (especifica para Calcio).
El equipo fue operado a 12 psi de aire seco, 70 psi de acetileno,
usando una flama de 422.7 nm, una lampara de uso corriente a 10
mA y un ancho de corte de 0.7 nm. Se reportaron los promedios de
3 mediciones para cada muestra.

Caracterizacion de las muestras por Microscopia Electrénica de
Barrido a Bajo Vacio (LV-SEM)

El analisis morfolégico de las muestras de pericarpio, con y sin
proceso térmico alcalino, fue llevado a cabo en un microscopio
electronico de barrido a bajo vacio, LV-SEM, JSM5600LV, con una
resolucién de 5nm a bajo vacio instalado con un espectrofotémetro
de rayos-X (Noran Instrument modelo Voyager 4.2.3). Previo al
andlisis las muestras de pericarpio fueron colocadas en un soporte
con cinta de carbon electroconductivo, montado en un soporte de
aluminio. El andlisis fue realizado bajo las siguientes condiciones de
operacion: un voltaje de aceleracién electrénica de 20 kV y una
presién dentro de la camara de 12-20 Pa para obtener las imagenes
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de la superficie fracturada con la sefial del electrén aislado. El
andlisis de micro componentes del pericarpio fue realizado utilizando
un espectrofotometro de energia dispersa EDS. La caracterizacién
del pericarpio fue realizada a 10 muestras en 25 diferentes regiones,
girando cada una de ellas para mover el enfoque del microscopio. A
lo largo las vistas de las superficies de los pericarpios aislados
fueron capturadas para obtener las micrografias.

Caracterizacién por Difraccion de Rayos-X

Los andlisis de difraccion de rayos-X fueron realizados a las
muestras de pericarpio removido de los granos de maiz sometidos a
una coccién alcalina a92°Cy0, 3,5, 7y 9 h de tiempos de reposo.
Los tiempos de reposo antes mencionados fueron seleccionados de
acuerdo a Gutiérrez et al (2007) por las siguientes razones, la etapa
de coccion termina a las 0 h, 3 h esta relacionada con la
permeabilidad parcial (percolacién) del pericarpio, 5 h esta asociado
con la separacion del pericarpio y endospermo. Finalmente 7y 9 h
representan la remocién parcial del pericarpio que promueve la
entrada de calcio y agua en las capas internas de los granos de
maiz. Las muestras de pericarpio procesado y nativo fueron
sometidas a reduccién de tamafio hasta obtener un polvo fino y se
hicieron pasar a través de una malla de 150 um. Las muestras de
polvo fueron empacadas en bolsas con cerrado hermético. Los
patrones de difraccién de rayos-X de las muestras fueron grabados
en un difractémetro (Siemens D5000) operando a 35 kV y 15 mA
con una radiacién de CuK, y una longitud de onda A= 1.5406 A. Se
utiliz6 el software de espectro (Diffract/AT, Socavin VI.2) para
analizar los patrones de difraccion de rayos-X de las muestras
experimentales.

Contenido de Fésforo en Harinas de Maiz Nixtamalizadas

El contenido de fésforo en MN, MTT, HMN, MA y MB, fue
determinado por el método oficial del AOAC 965.17 (2000). La
relacion Ca’/P fue obtenida mediante la divisién del contenido de
calcio y fosforo observado para cada muestra a diferentes tiempos
de remojo. Todas las mediciones fueron realizadas por triplicado.
Proceso de

Pérdida de Materia Seca del Maiz durante el

Nixtamalizacion Tradicional

Después de los tiempos de reposo indicados (de 0 a 15 h) a cada

temperatura (72, 82 'y 92 °C), las muestras fueron lavadas dos veces
y el agua del primer y segundo lavado, asi como el agua de reposo
fueron recolectadas y evaporadas en una estufa a bajo vacio (40 °C)
hasta deshidratar (8% contenido de humedad).
Los solidos totales fueron utilizados para calcular el total de la
pérdida de materia seca como una funcién del tiempo de reposo
(Fernandez-Mufiéz et al 2004). Las mediciones fueron llevadas a
cabo por cuadruplicado.

Andlisis Estadistico

El andlisis de varianza fue llevado a cabo utilizando el
procedimiento de la tabla ANOVA (Sistema de Software Gréfico,
Manufistics, Inc. USA) aplicando un test de mdltiple rango con una
probabilidad P < 0.05. El efecto de la temperatura y tiempo de
reposo en el contenido de calcio, carbonato de calcio y fosforo, asi
como la pérdida de materia seca fueron estudiados como factores.

RESULTADOS Y DISCUSION
Contenido de Calcio en Harinas de Maiz Nixtamalizado

La Figura 1 muestra el contenido de calcio en harinas de maiz

nixtamalizado en funcién del tiempo de reposo para tres
temperaturas de coccion (72, 82 y 92 °C). Esta figura muestra
también el contenido de calcio en dos harinas de maiz nixtamalizado
comerciales (MA y MB), asi como el maiz nativo (MN) y el maiz con
tratamiento térmico (MTT). Es evidente que el proceso de
nixtamalizacién tradicional e industrial aument6 significativamente (P
< 0.05) el contenido de calcio en harinas de maiz instantaneas, en
comparacion al MN y MTT. Es importante denotar que el contenido
de calcio en harinas de maiz obtenidas mediante el proceso de
nixtamalizacién tradicional a 72, 82 y 92 °C es mayor (0.14 + 0.02,
0.17 + 0.03 y 0.19 £ 0.03, respectivamente) que el contenido de
calcio en harinas de maiz obtenidas mediante el proceso industrial
(0.13 + 0.01). Esto significa que el contenido de calcio en harinas de
maiz nixtamalizado es en promedio 33.85% mayor que el contenido
de calcio en muestras de harina comercial MA y MB. La explicacion
a estos resultados es la siguiente, en el proceso de nixtamalizacion
industrial el grano de maiz es sometido a una coccion en presencia
de Ca(OH), a través de un tornillo sin fin. Después, el grano de maiz
es lavado para remover el exceso de cal y reducido de tamafio por
medio de un molino de martillos evitando la etapa de reposo
(Montemayor y Rubio 1983).
En otros procesos el grano de maiz es sujeto a la etapa de coccién
durante 30-50 min. Después se deja reposar durante 60-120 min y
es lavado, posteriormente el tiempo de reposo es menor que en el
proceso de nixtamalizacion tradicional (Gutiérrez et al 2007,
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Fig. 1. Contenido de calcio en maiz nativo, harinas de maiz comerciales,
muestra control y harinas de maiz instantaneas en funcién del tiempo de
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reposo en muestras sometidas a una coccién a 72, 82 y 92 °C (1% Ca(OH),,
p/v) utilizando el proceso de nixtamalizacion tradicional.

Bressani et al 1997). Bressani et al (2004) reportd que el tiempo de
reposo tuvo un efecto significativo en el aumento del contenido de
calcio. Otra posible explicacion al bajo contenido de calcio en
harinas de maiz nixtamalizado comerciales, esta asociado con el
hecho de que en el proceso de nixtamalizacion industrial la cascara
o pericarpio del grano de maiz en algunas ocasiones es removido
intencionalmente durante la etapa de lavado, para evitar
coloraciones indeseables (vgr. lignina) a los productos de maiz
nixtamalizado (Gonzalez et al 2004). Este punto es muy importante
desde el punto de vista nutricional, ya que el pericarpio exhibe una
alta capacidad de fijar calcio en la matriz de hemicelulosa (Reguera
et al 2003) y en los microporos formados durante el proceso térmico
alcalino (Gutiérrez et al 2007). En consecuencia, posteriormente la
remocion parcial del pericarpio implica la pérdida de una fuente de
calcio y fibra en la dieta. La difusién de iones calcio al endospermo a
través del pericarpio, promueve cambios estructurales en el
endospermo. Este hecho se relaciona con la gelatinizacion parcial o
total del almidén (Rojas-Molina et al 2007).

Caracterizacién de las muestras por Microscopia Electrénica de
Barrido a Bajo Vacio (LV-SEM)

La Figura 2. a-d muestra las micrografias de la vista de la
superficie externa del pericarpio de maiz nativo al pericarpio de
granos de maiz sometidos a una coccion alcalina a 92 °C obtenidos
por LV-SEM. La Figura 2. a muestra el pericarpio del grano de maiz
nativo, los filamentos elongados (FE) estan asociados con fibras de
celulosa, hemicelulosa y lignina que fueron reportados por Gutiérrez
et al (2007). La Figura 2. b muestra el pericarpio del grano de maiz
al final de la etapa de cocciéon (0 h de tiempo de reposo). La capa
superficial del pericarpio (capa cerosa) fue removida como resultado
del proceso térmico alcalino (Hurtado et al 2005), las capas internas
son expuestas a la solucién alcalina, esta figura muestra también el
deposito de granulos blancos (GB, ver Figura 2. b-f). Mediante el
uso de Espectrometria de Energia Dispersa, estas particulas fueron
identificadas como compuestos de calcio. Las Figuras 2.c y 2.d
muestran el estado del pericarpio para las muestras con 3y 5 h de
tiempo de reposo respectivamente. Es evidente que los compuestos
de calcio fijados en esta estructura aumentaron en funcion del
tiempo de reposo. La Figura 2.d muestra la separacién entre el
pericarpio y endospermo a 5 h de tiempo de reposo como fue
reportado por Gutiérrez et al (2007). En contraste las Figuras 2.e y
2.f evidencian que los granulos blancos disminuyen en comparacion
con los tiempos de reposo previos. La disminucion de compuestos
de calcio en el pericarpio ha sido asociado a la pérdida de materia
seca, la cual estd constituida por grasa y fibra localizada
principalmente en el gérmen y pericarpio removidos durante el
proceso de nixtamalizacion (Ortega et al 1986, Almeida-Dominguez
et al 1998). Las imagenes SEM de las muestras de pericarpio
obtenidas a 82 y 72 °C muestran la misma tendencia en tiempos de
reposo mas largos que en los obtenidos a 92 °C.

LM UNA

Fig. 2. Imagenes LV-SEM de la superficie de la fraccion de pericarpio del
grano de maiz QPM H-368C. a. Maiz nativo, b-f Pericarpio de maiz
nixtamalizado sometidas a una coccién a 92 °C (1% Ca(OH),, p/v) y 0, 3,5, 7
y 9 h de tiempo de reposo. GB = Granulos Blancos.

Caracterizacion por Difraccion de Rayos-X

La Figura 3 corresponde a los patrones de difracciéon de Rayos-X
del pericarpio de granos de maiz sometidos a un tratamiento térmico
alcalino a 92 °C y reposado a 0, 3, 5, 7, 9 y 15 h. Los patrones
fueron desplazados para una mejor comparacion. Los patrones de
difraccion de rayos-X de las muestras de pericarpio presentan un
patrén de material amorfo, esto puede ser explicado por el hecho de
que el percarpio esta constituido principalmente por hemicelulosa
(70%). Este compuesto es un heteropolisacarido amorfo (Gonzéalez
et al 2004), por lo tanto predomina en el patron de difracciéon de
rayos-X de las muestras. Las lineas verticales en la Figura 3 fueron
identificadas como cristales de calcita de clase hexagonal (CaCO3)
(Tarjeta 05-0586 ICDD Datos de Difraccion Internacional). El CaCO;
se forma como resultado de la siguiente reaccion quimica: Ca(OH),
(solucién alcalina) + CO, (atmosférico) ——» CaCO; + H,0, como
fue descrito por Galvan-Ruiz et al (2007). La identificacion de
Rayos-X corresponde a las particulas blancas encontradas en el
pericarpio después de la etapa de coccion como se muestra en la
Figura 2.b, ¢, d, e y f. Es importante denotar que a tiempos de
reposo prolongados, los picos caracteristicos en los patrones de
difraccion de rayos-X para la calcita mostraron una mejor definicién
a 30° del angulo de difracciéon 26 (ver flecha). De igual manera
Gonzalez et al (2004) reportaron que la intensidad del pico
localizado a un angulo de 26, se incrementd cuando la
concentracion de Ca(OH), usada para aislar el pericarpio
nixtamalizado también se increment6, aunque estos autores no
proporcionan una explicacion para este hallazgo. Los mismos
autores sugirieron que la remocién de las fracciones amorfas del
pericarpio (principalmente hemicelulosas) proporcionan una mejor
resolucion del material con mayor calidad cristalina.
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Fig. 3. Patrones de difraccién de rayos-X del pericarpio del maiz nixtamalizado
a 92 °C (1% Ca(OH),, p/v) y 0, 3, 5, 7y 9 h de tiempo de reposo.

Contenido de Fésforo en Harinas de Maiz Nixtamalizado

Los valores del contenido de fésforo en maiz nativo (MN), harinas
de maiz nixtamalizado comercial (MA y MB), MTT y HMN se
muestran en la Figura 4. El contenido de fésforo en las muestras
MA, MB y HMN obtenidas a 72, 82 y 92 °C fue en promedio 0.27 +
0.01, 0.22 + 0.01, 0.31 + 0.02, 0.28 + 0.02 y 0.23 = 0.01
respectivamente, estos resultados concuerdan con Bressani et al
(2001), quienes reportaron un contenido de fésforo en un rango de
0.22 a 0.35 para harinas de maiz nixtamalizado industriales. La
Figura 4 muestra también que el contenido de fésforo en harinas de
maiz nixtamalizado disminuye significativamente (P < 0.05) con
respecto al del MN y MTT. La figura muestra que a medida que la
temperatura aumenté el contenido de fésforo disminuyé con
diferencias significativas (P < 0.05) entre las temperaturas de
proceso. Hubo una correlacién significativa entre el contenido de
fésforo y la temperatura de coccion (r = -0.95). El tiempo de reposo
tuvo un efecto muy importante en la reduccion del contenido de
fésforo, principalmente a 92 °C, donde se detectdé una correlacion
significativa entre los niveles de fosforo y el tiempo de reposo (r = -
0.91). El &cido fitico y sus sales son las principales formas quimicas
del almacenamiento de fésforo en semillas de cereal y oleaginosas
(Wyatt y Triana 1994, Zhou y Erdman 1995), y el contenido de
fésforo fitico en granos de maiz representa entre un 61 y 77% del
fésforo total (Nelson et al 1968, O’Dell et al 1972, Haug y Lanstzsch
1983, Eeckhout y De Paepe 1994) por lo tanto nuestros resultados
concuerdan con Gomez-Aldapa et al (1996), Urizar y Bressani
(1997) y Bressani et al (2002), ya que ellos reportaron pérdidas de
acido fitico en harinas de maiz nixtamalizado. Nuestros datos
también concuerdan con los obtenidos por Bressani et al (2004),
quienes encontraron un efecto significativo del tiempo de reposo en
la reduccion de los niveles de &cido fitico en el maiz sometido a una
coccion alcalina. Sin embargo no hubo interacciones significativas (P

< 0.0001) para la temperatura y tiempo de reposo, como fue
reportado por Bressani et al (2004). Esta discrepancia se le puede
atribuir a la variedad de maiz y a las condiciones del proceso
alcalino utilizadas en ambas investigaciones.
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Fig. 4. Contenido de fésforo en maiz nativo, harinas de maiz comerciales,
muestra control y harinas de maiz instantaneas en funcién del tiempo de
reposo en muestras sometidas a una coccién a 72, 82 y 92 °C (1% Ca(OH),,
p/v) utilizando el proceso de nixtamalizacion tradicional.

Relacién Calcio/Fésforo en Harinas de Maiz Nixtamalizado

La Figura 5 muestra la relacién Ca®/P en funcién del tiempo de
reposo. Es evidente que la relacién Ca®/P en harinas de maiz
nixtamalizado aumentoé significativamente (P < 0.05) con respecto a
la relacién obtenida por el MN y MTT, aunque los cambios en la
relacién Ca”"/P no fueron proporcionales al tiempo de reposo, indica
que la relacion Ca®/P estad relacionada directamente con los
cambios en el contenido de Ca*" y P. En una tendencia similar a la
presentada por los datos mostrados en la Figura 1, los valores
méximos de la relacién Ca®*/P para 82 y 92 °C fueron detectados a
7h, mientras que para 72 °C el valor maximo de la relacién Ca®'/P
fue obtenido a 9 h. Por otro lado, las relaciones Ca*/P obtenidas
para harinas de maiz nixtamalizado comerciales (MA y MB) fueron
menores que los valores observados en harinas de maiz
nixtamalizado. Estos hallazgos son consecuencia del bajo contenido
de calcio en las muestras MA y MB debido al uso de tiempos de
reposo cortos durante el proceso industrial ultilizado para su
elaboracion (Bressani et al 2007). Ademas la Figura 5 presenta los
datos que constituyen una evidencia de que la relacién Ca*/P
aumenta (P < 0.05) en funcién de la temperatura de coccion.
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Fig. 5. Relacién Ca?'/P en maiz nativo, harinas de maiz comerciales, muestra
control y harinas de maiz instantaneas en funciéon del tiempo de reposo en
muestras sometidas a una cocciéon a 72, 82 y 92 °C (1% Ca(OH),, p/v)
utilizando el proceso de nixtamalizacién tradicional.

Proceso de

Pérdida de Materia Seca del Maiz durante el

Nixtamalizacion Tradicional

La pérdida de materia seca de HMN fue en promedio 1.62 + 0.77,
2.38 £ 0.72 y 3.33 £ 1.43 para 72, 82 y 92 °C respectivamente con
diferencias estadisticas entre cada tratamiento (P < 0.05). Estos
valores son menores que aquellos reportados por Pflugfelder et al
(1988), Serna-Saldivar et al (1993) y Almeida- Dominguez et al
(1998), quienes observaron pérdidas en rangos de 4.42 a 18.79%.
Los valores mas bajos para la pérdida de materia seca obtenidos en
esta investigacion se le atribuyen a las caracteristicas del pericarpio
del maiz QPM, el cual no es removido completamente durante la
coccion y el tiempo de reposo (Sproule et al 1988). La pérdida de
materia seca ha sido relacionada con el procedimiento de lavado
(Bressani y Billeb 2001). Hubo una correlacién significativa (P <
0.01) entre tiempo de remojo y pérdida de materia seca a 72, 82 y
92 °C (r=0.99, r = 0.98 y r = 0.99, respectivamente). El aumento de
la pérdida de materia seca en funcién de la temperatura y el tiempo
de reposo mostrados en la Figura 6 fue también observado por
Sahai et al (2000). Estos autores describen que la temperatura de
coccion, concentracién de calcio y tiempo de reposo durante la
nixtamalizacién gobiernan el total de la pérdida de materia seca. La
Figura 6 evidencia que en efecto, hay condiciones criticas en la
temperatura (92 °C) y tiempo de reposo (de 7 a 15 h) donde se
encuentra el maximo de pérdida de materia seca. Esta caracteristica
es muy importante puesto que la pérdida de materia seca ha sido
asociada con la pérdida de grasa y fibra principalmente localizadas
en el germen y pericarpio removidos durante el proceso de
nixtamalizacién (Ortega et al 1986, Almeida- Dominguez et al 1998).
Esto implica que el pericarpio es eliminado principalmente durante la
etapa de lavado, lo cual representa una pérdida importante de calcio
fijado a esta estructura anatémica del grano de maiz.

[_JHarina de maiz nixtamalizado (Método tradicional) (92 °C)
Harina de maiz nixtamalizado (Método tradicional) (82 *C)
Harina de maiz nixtamalizado (Método tradicional) (72 *C)
MTT Maiz sometido a un tratamiento térmico sin Ca(OH )za 92,82y 72°C| —

Pérdida de materia seca (%)

Tiempo de reposo (h)

Fig. 6. Pérdida de materia seca en muestra control y harinas de maiz
instantaneas en funcién del tiempo de reposo en muestras sometidas a una
coccion a 72, 82 y 92 °C (1% Ca(OH),, p/v) utilizando el proceso de
nixtamalizacion tradicional.

Conclusiones

Los resultados derivados de este trabajo mostraron que el
contenido de calcio en HMN y harinas de maiz nixtamalizado
comerciales es mayor que en MN y MTT. En HMN, la concentracién
de calcio aumenta con la temperatura de coccién y el tiempo de
reposo. Sin embargo como se reportd previamente, este aumento en
el contenido de calcio no fue proporcional al tiempo de reposo. Un
tiempo de reposo mas corto utilizado en los procesos industriales
para la produccion de harinas de maiz nixtamalizado comerciales es
en parte responsable de las diferencias encontradas entre la
concentraciéon de calcio en HMN y harinas de maiz nixtamalizado
comerciales. Con respecto a esto, otros autores reportaron que en
el caso de la variedad de maiz analizada en el presente estudio, la
mayor concentracion de calcio en el total de los granos de maiz es
fijado al pericarpio del maiz. Por consiguiente, un bajo contenido de
calcio en harinas de maiz nixtamalizado comerciales también se le
atribuye al hecho de que en el proceso de nixtamalizacion industrial,
el pericarpio del grano de maiz es removido intencionalmente
durante la etapa de lavado, para evitar fuentes de color indeseable a
los productos de maiz nixtamalizado. Las imagenes de LV-SEM
mostradas en este reporte evidencian que los cambios en el
contenido de calcio en HMN en funcién del tiempo de reposo
pueden ser parcialmente atribuidas, a los cambios morfolégicos y
fisicoquimicos que se llevan a cabo en el pericarpio del grano de
maiz durante el proceso térmico alcalino. Los patrones de difraccion
de Rayos-X indican que una fraccién de calcio retenido en el
pericarpio reacciona con el CO, atmosférico, dando como resultado
la formacion de CaCO;. Este factor es muy importante desde un
punto de vista nutrimental pues el CaCO; es una fuente de calcio
adecuada para los humanos. El contenido de fésforo en HMN y
harinas de maiz nixtamalizado comerciales fue menor que en MN y
MTT. En contraste con el contenido de calcio, la concentracién de
fésforo disminuye con la temperatura de proceso debido a la
eliminacion de éacido fitico, como fue reportado anteriormente. Los
valores méximos de la relacién Ca*’/P fueron detectados en HMN
obtenidas a altas temperaturas (92 °C), donde el contenido de calcio
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es mayor y la concentracion de fésforo la mas baja. La relacién
Ca®'/P fue menor en las harinas de maiz nixtamalizado comerciales,
sugiriendo que las harinas de maiz nixtamalizado industriales deben
ser enriquecidas con calcio. La pérdida de materia seca aumenta
con la temperatura de proceso y una alta correlacion fue detectada
entre la pérdida de materia seca y el tiempo de reposo. La pérdida
de materia seca tiene influencia en la relacién Ca®'/P, debido a que
en esta variedad de maiz el pericarpio fija la mayor concentracion de
calcio. Es bien conocido que el pericarpio constituye parte de la
pérdida de materia seca. Finalmente los resultados obtenidos en
este trabajo indican que para esta variedad de maiz las condiciones
Optimas que se deben utilizar en procesos de nixtamalizacion
industrial para obtener una maxima biodisponibilidad del calcio
contenido en productos de maiz nixtamalizado considerando un
tratamiento térmico de 92 °C y tiempo de reposo no mayor a 9 h.
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ANEXO

Este trabajo fue presentado en el siguiente congreso con modalidad de poster y
presentacion oral, cuya constancia aparece en la siguiente pdagina.
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