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Resumen

La anemia ferropénica es uno de los padecimientos que
en México aln no ha sido erradicado. Para contribuir a su
tratamiento se propone el uso de la nanotecnologia, que
se aplica en diferentes areas modificando moléculas
bioldgicas. El objetivo de este trabajo fue fortificar harina
de maiz con nanoparticulas de fierro (FeNps) sintetizadas
con extracto de hojas de moringa (M. oleifera), una
planta con alto valor nutritivo, las cuales se obtuvieron a
partir del extracto de M. oleifera y de una solucion de
FeSO4. La formacion de las FeNps se confirmé por
espectrofotometria de absorcion y por microscopia
electrénica de barrido. Las FeNps se adicionaron a harina
de maiz para elaborar tortillas, y se les cuantificd el
contenido de cenizas, se determind su vida util y se
evaluaron sensorialmente. El contenido de minerales en
la tortilla elaborada con harina adicionada y sin adicionar
FeNps fue de 2.1y 1.6 % respectivamente. Estas tuvieron
buena aceptacion sensorial e incrementaron su vida Util
hasta por 23 dias. La fortificacion de harina de maiz con
FeNps para elaborar tortillas es una alternativa viable
para la prevencién de la anemia ferropénica.

Anemia ferropénica, nanoparticulas, sintesis verde,
fortificacion

Abstract

Iron deficiency anemia is one of the conditions that
Mexico has not yet been eradicated. To help treatment
using nanotechnology, it applied in different areas
proposes modifying biological molecules. The aim of this
work was to fortify corn flour with iron nanoparticles
(FeNps) synthesized with moringa leaf extract (M.
oleifera), a plant with high nutritional value. The FeNps
were obtained from M. oleifera extract and FeSO4
solution. The formation of FeNps was confirmed by
absorption spectrophotometry and by scanning electron
microscopy. The FeNps were added to corn flour for
tortillas, and they quantified the ash content, life was
determined and evaluated sensorially. The mineral
content in flour tortillas made with added without adding
FeNps was 2.1 and 1.6% respectively. They had good
sensory acceptance and increased life up to 23 days.
Fortification of corn flour for tortillas FeNps is a viable
option for the prevention of iron deficiency anemia
alternative.

Iron deficiency anemia, nanoparticles, green synthesis
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Introduccion

La anemia por deficiencia de hierro es uno de
los problemas nutricionales de mayor magnitud
en el mundo. La OMS estima que un 24.8% de
la poblacion mundial padece anemia (OMS,
2012). En Meéxico, a pesar de conocer su
etiologia y tener a disposicion el conocimiento
de cémo enfrentarla y de saber que las
intervenciones son de bajo costo, aln no se ha
podido superar este problema (De la Cruz-
Gongora et al., 2013).

Aunque en el mercado existen alimentos
como, cereales, leche y alimentos para lactantes
que han sido fortificados con FeSOs, esta
fortificacion no ha ayudado a disminuir los
niveles de anemia en la poblacion, esto debido a
que el hierro empleado no es facilmente
asimilado por el organismo y a que los
alimentos fortificados no son de consumo
general entre la poblacion.

En los Jultimos afios la industria
alimentaria ha crecido, y dentro de este campo
la nanotecnologia, que ha empezado a encontrar
aplicaciones modificando moléculas biolégicas
mediante ingenieria. Los nanomateriales
permiten una mejor encapsulacion y liberacion
de los ingredientes activos en comparacion con
los agentes tradicionales (Soto y Lopez, 2011).

Debido al impacto que tiene la sintesis
de nanomateriales en el medio ambiente, se
estdn buscando nuevas alternativas para la
produccion de las nanoparticulas (Nps) que
sean mas amigables con la naturaleza, también
conocidas como sintesis verde, y que produzcan
una menor cantidad de desechos tdxicos,
extractos de plantas han sido empleados con
éxito. M. oleifera es una planta que tiene uso
alimenticio, y cuyas hojas, flores y raices son
altamente apreciados por su valor nutritivo
(Martin et al., 2013).
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Por lo anterior, este trabajo tuvo como
objetivo fortificar tortillas de maiz mediante la
adicion de nanoparticulas de fierro (FeNps)
sintetizadas con extracto de Moringa oleifera, con la
finalidad de contribuir al tratamiento de la anemia
ferropénica.

Materiales y métodos
Obtencion del extracto

Las hojas secas de M. oleifera se adquirieron
con un productor local en Cd. Valles, S.L.P.
Para obtener el extracto de M. oleifera se uso el
método de maceracién. Se colocaron 10 g de
hojas secas y pulverizadas en 100 mL de agua
desionizada y se mantuvieron a 30°C a 136 rpm
durante 24 horas en un agitador de mesa digital
Shaker lka KS 4000 i control. El extracto se
filtré en papel filtro de poro mediano (0.19 mm
con retencion de particulas de 8-12 pum), se
esterilizd por filtracion en membrana Whatman
de 2 um y se almacenaron a 4°C hasta su uso.

Sintesis verde de FeNps

Para la sintesis de las FeNps se hicieron algunas
modificaciones a la técnica descrita por Eltayeb
(2015). A 50 mL del extracto acuoso de hojas
de M. oleifera se mezclaron con 50 mL de
solucion de FeSO;s 0.1 M en un matraz
Erlenmeyer, y se dejaron en agitacion a 40°
durante 24 h (Figura 1). La solucion de FeNps
se almacen0 a 4 °C para su posterior analisis.

Sol. 0.1 Extracto
M . de M.
FeSOa4 oleifera

Figura 1 Esquema de la sintesis de nanoparticulas de
fierro
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Caracterizacion fisicoquimica de la solucion
de FeNps

A la solucién de FeNps se le determind el pH y
el potencial redox; se le realizd su espectro de
absorciébn y se observd por microscopia
electrdnica de barrido.

pH y potencial redox

A la solucion obtenida de FeNps se le
midi6 el pH y el potencial redox con un
potencibmetro OAKTON 2700, durante la
reduccion de los iones de Fe el pH disminuye,
se le midi6 el pH en los 7 dias posteriores para
comprobar que éste no disminuye y que las Nps
permanecen estables (Puiso et al., 2014).

Espectrofotometria UV-Vis.

Se realiz6 un espectro de absorcion del
extracto de M. oleifera, de la solucion de FeSO4
y de FeNps.

Para medir cada muestra 0.1 mL se
diluyé con 2 mL de agua desionizada y se
midié a absorbancia en un intervalo de 200-600
nm usando un espectrofotdmetro marca Thermo
modelo Genesys 10 UV se us6 como blanco
agua desionizada (Eltayeb, 2015).

Microscopia electronica de barrido.

La morfologia de las Nps se analiz6
mediante microscopia electronica de barrido en
un equipo de microscopia electronica de barrido
por efecto de campo (FE-SEM por sus siglas en
inglés) marca FEI modelo INSPECT F-50.

Las FeNps se esparcieron sobre una
cinta adhesiva de carbono, la cual fue montada
sobre un disco de laton y se le tomo una foto al
disco donde se encontraban las muestras con la
intencion de enfocar dentro de la camara del
microscopio.
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Una vez que se cerro la camara de la
muestra se esperO para que Se generara vacio
con la intencibn de que no hubiera
interferencias con la muestra. Se uso6 un voltaje
de 2.00 y 5.00 kV y se selecciond la opcién de
imagen por electrones retrodispersados.

Fortificacion de harina de maiz con FeNps

A 100 g de harina de maiz nixtamalizado se le
adicionaron 30 mL de la solucion de FeNps y
15 mL de agua. Con la masa asi preparada se
elaboraron tortillas. La NOM-051-SSA-2010
considera que la ingesta diaria recomendada
(IDR) de Fe para la poblacién mexicana es de
17 mg, y Cervera et al. (2004) reportan que para
los nifios es de 15 mg. Considerando que una
tortilla fortificada con FeNps contiene 3 mg, se
recomienda ingerir tres tortillas diarias, ya que
el consumo de otros alimentos que contienen Fe
contribuirdn también a alcanzar la IDR.

El consumo de tortillas puede variar
dependiendo de los habitos alimenticios de cada
persona. También se elaboraron tortillas de la
manera tradicional sin adicion alguna. A las
tortillas asi elaboradas se les realizd andlisis
quimico proximal. Todos los analisis se
realizaron por triplicado. Asi mismo, es
importante recordar que la poblacion a la que
estara destinado este alimento, seré la poblacién
infantil.

Andlisis quimico proximal

Con la finalidad de conocer el cambio en el
contenido de nutrientes, a la tortilla con y sin
solucion de FeNps se les realizo el analisis
quimico proximal (humedad, cenizas, fibra,
proteinas, lipidos y carbohidratos) (AOAC,
2012).

Determinacién de cenizas.
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Para la determinacion de cenizas se
pusieron a peso constante 3 crisoles, para esto
se colocaron en una estufa Marca Binder a
100°C por 24 h, posterior a éste se sacaron y
colocaron en un desecador y se pesaron en una
balanza semianalitica marca OHAUS modelo
Pioneer cada hora hasta que no hubiera una
diferencia mayor de 0.05 g en cada medicion.
Posteriormente se pesaron 5 g de la muestra en
cada crisol y se colocaron en una mufla a 550
°C por 24 h. Se anotd el peso final de cada
crisol y se calculé el contenido de cenizas
presentes (Ecuacion 1).

. Peso final—Peso inicial
% de cenizas = Peso de la muestra x1 (1

La informacion nutrimental y el
contenido energético se obtuvieron de acuerdo
a lo indicado en la NOM-051-SCFI/SSA1-
2010, especificaciones generales de etiquetado
para alimentos y bebidas no alcohdlicas
preenvasados. . Estos se determinaron a partir
de las tablas de valor nutritivo de los alimentos
de mayor consumo en México (Ledesma et al.,
2010).

Estudio de vida util

La vida util de las tortillas adicionadas con y
sin FeNps, se establecié a partir de su analisis
microbioldgico y su evaluacion sensorial. Cada
tercer dia se realizé el analisis microbiologico.
La muestra se almacend en bolsas plasticas
oscuras con la intencion de proteger de la luz,
en refrigeracion a una temperatura de 4C. El
fin de su vida util se consideré como el tiempo
en que se excedieron los  limites
microbiologicos que especifica el Proyecto de
calidad microbiologica de alimentos
potencialmente peligrosos, que emite la
Secretaria de Salud. El nimero de dias de vida
atil se consideré aquel en el que los evaluadores
detectaron un cambio en el producto
almacenado adicionado con y sin FeNps y uno
recien elaborado.
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Se elaboraron dos lotes de tortillas. Un
lote con FeNps y otro lote sin FeNps. Cada lote
constd de 7 paquetes con 15 tortillas cada uno.
Cada tercer dia se sacO un paquete en
refrigeracion a 4 °C y se le hicieron analisis
microbioldgicos (S. aureus y coliformes
totales).

Evaluacion sensorial

A las personas que participaron en estas
pruebas firmaron una carta de consentimiento
informado. En una primera etapa, la evaluacion
sensorial se llevo a cabo en las instalaciones de
la Unidad Académica Multidisciplinaria Zona
Huasteca de la Universidad Auténoma de San
Luis Potosi. Ademas de una prueba de
aceptacion usando una escala hedonica, se uso
una prueba de comparacién por pares no
direccionada. A un panel de 25 jueces no
entrenados (n=25). Se proporcionaron dos
muestras de tortilla: una que fortificada con la
solucion de FeNps y otra que no. Las muestras
se codificaron con numeros aleatorios y a cada
juez se le proporcionaran por escrito las
instrucciones para la prueba (Anexo 4). Los
resultados de la prueba se analizaron mediante
la prueba de x? con un intervalo de confianza
de 95 % (Carrillo y Zavala, 2012).

Andlisis estadistico

Para determinar si  existen diferencias
significativas entre las muestras se aplicd un
analisis de varianza (ANDEVA) de una via. A
un nivel de significancia del 5 % (p= 0.05). Los
parametros  estadisticos se  calcularon
empleando el paquete PASW Statics 18
(PASW, 2009). Las caracteristicas descriptivas
de las muestras se presentaron como
frecuencias (%) con sus respectivos intervalos
de confianza al 95 %. Todos los andlisis se
realizaron por triplicado.
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Discusién de resultados
Sintesis de FeNps

Debido al proceso de biorreduccion se observo
un cambio de coloracion en las soluciones de
extracto de M. oleifera y la de FeSO4 0.1 M.

En la solucion de FeNps se aprecio un
cambio de coloracion después de 24 h en
agitacion a 40 °C, lo que sugiere la formacion
de Nps coloidales de Fe en la solucién.

El proceso de reduccion en este caso fue
rapido debido a que este se lleva en horas,
como el proceso de biorreduccion de las
nanoparticulas de plata, las cuales se pueden
encontrar a partir de las 6 hrs (Roy et al., 2015).

En este tipo de procesos se espera que
los atomos de Fe se arreglen por si solos y
pasen de un estado de oxidacion Fe?* a Fe°
(Ullah et al., 2015).

En el Grafico 1 el pico observado a una
longitud de onda de 450 nm en el espectro de
absorbancia de la solucion de FeNps 50:50 se
atribuye a la excitacion del plasmon, lo que
indica la posible presencia de la FeNps.

1.2
1

0.8
e FeNps 30:70

e FeNps 50:50

0.6
0.4
0.2

M. oleifera
e FeS04 0.1 M

Absorbancia

0 i
24)0 400 600
Longitud de onda (hnm)

Gréfico 1 Espectro de absorcion de FeNps
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Microscopia electrénica de barrido

En parte superior de la Figura 2, se observan
agregados de nanomaterial con una coloracion
blanca esto se observd a una magnificacion de
40 000 x, sin embargo se encontraron particulas
separadas de éstos, las cuales al ser medidas por
el software mostraron tamafos desde 50 nm a
95 nm evidenciando la presencia de
nanomateriales, esto debido a que se considera
como nanoparticulas a aquellas con un tamario
menor de 100 nm de didmetro que exhiben
propiedades nuevas y mejoradas (Syed et al.,
2013). Las Nps observadas no mostraron una
estructura circular, ya que fueron estructuras
irregulares o cristalinas, lo que hace pensar que
son agregados de Nps. Esta formacion de
agregados fue muy similar a la produccion de
FeNps mediante Lawsonia inermis realizada
por Nassem y Akhyar (2015).

WD

10/15/2015 HV mag O |
12:20:13 PM | 5.00 kV |40 000 x | S

Figura 2 Microscopia electronica de barrido de
nanoparticulas de Fe con aumento a 40,000 x y 5.00 kV
(HV: Alto voltaje, kV: kilovoltios, Mag: Magnificacién,
WD: Distancia de trabajo, pm: micrémetros)

Anélisis quimico proximal

La solucion de FeNps se adicioné a la harina
de maiz nixtamalizado. Los resultados del
analisis quimico proximal de la tortilla (Tabla
1) mostraron un incremento en el contenido de
minerales en la tortilla fortificada con FeNps.
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El consumo de tres tortillas aportard 9
mg de Fe, mientras que la Ingesta Diaria
Recomendada es de 15 mg de Fe para nifios.

Macronutriente Tortillas de maiz | Tortillas de

con FeNps maiz sin
fortificar

Proteinas (%) 3.9 3.9

Lipidos (%) 15 15

Carbohidratos (%) | 39.6 39.6

Cenizas (%) 2.1 1.6

Fibra cruda (%) 1.2 1.2

Tabla 1 Composicién quimica de tortillas elaboradas con
harina de maiz fortificada con FeNps y sin fortificar

Evaluacion sensorial y vida util de tortillas
de maiz

Se llevd a cabo la evaluacion sensorial de
tortillas de maiz fortificadas y tortillas sin
fortificar. Las tortillas fortificadas se evaluaron
por un panel no entrenado (n=25) mediante una
prueba de nivel de agrado, usando una escala
hedonica; el 45 % de los evaluadores expreso
que las tortillas gustan mucho. Hubo una
preferencia mayor hacia las tortillas fortificadas
con FeNps en comparacion a las tortillas que no
las contenian, 11 de los evaluadores indicaron
que las tortillas elaboradas con la harina
fortificada les gusté mucho, mientras que solo 5
de los panelistas indicaron que les gustd mucho
la tortilla con harina sin fortificar. No hubo
panelistas que indicaran que las tortillas
elaboradas con harina fortificada con FeNps les
disgustaran.

La vida util de las tortillas fortificadas
con FeNps (23 dias) fue tres veces mayor que la
de las tortillas sin fortificar (7 dias). La vida util
se evalu6 de acuerdo a lo establecido en la
NOM-187-SSA1/SCFI-2002,  Productos vy
servicios. Masa, tortillas, tostadas y harinas
preparadas para su  elaboracion vy
establecimientos donde se procesan.
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Al realizar los anélisis microbioldgicos
se encontrd que las tortillas fortificadas con
FeNps el proceso de crecimiento de
microorganismos era mas lento, encontrandose
bacterias hasta el dia 11 y superando el limite
establecido por la norma (<30 UFC/g) hasta el
dia 23, mientras que la tortilla sin fortificar tuvo
un periodo de vida de 7 dias y un crecimiento
de microorganismos mas rapido (Grafico 2).

35
3

25
2

15 = Sin FeNps
1 =0=FeNps

0.5

0
1 4 71013161922

Dias

Log10 microoganismos

Grafico 2 Crecimiento de coliformes totales en tortillas
fortificadas con FeNps y tortillas sin fortificar

Conclusiones

Al adicionar FeNps sintetizadas con extracto de
M. oleifera a la harina de maiz nixtamalizado se
incrementod el contenido de minerales en la
tortilla, ademas de que se extendié su vida util.
Aunque faltan estudios por realizar, los
resultados obtenidos en este trabajo constituyen
un punto de partida para la implementacion de
politicas publicas para la fortificacion de
alimentos.
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