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Resumen: Antecedentes. En Honduras, el teosinte (Dioon mejiae) se cultiva desde épocas prehistéricas y su uso
como alimento de consumo humano ha sido aislado y reducido. Sin embargo, sus semillas son prometedoras por altos
contenidos en carbohidratos, proteinas y minerales en el afrontamiento de la inseguridad alimentaria. Objetivos. Se
propuso elaborar una harina de teosinte para almacenarla a dos temperaturas en los dias 0, 30, 60 y 90 después de su
preparacion para determinar estabilidad. Asimismo, se preparé un extracto hidroalcohdlico para determinar la capacidad
antioxidante y toxicidad aguda oral. Métodos. Se midieron los valores de pH de las harinas almacenadas a diversas
temperaturas y tiempos. Se utilizo la técnica de DPPH para la determinacién de la capacidad antioxidante del extracto y
ratas wistar para evaluar la toxicidad aguda oral. Resultados. La harina de teosinte no sufrié6 cambios fisicos después de
tres meses de almacenamiento y el valor promedio de pH obtenido fue de 6.80. EI mayor porcentaje de inhibicion fue del
94% para una concentracion de 25.00 mg/mL del extracto y no se observaron efectos toxicos agudos en los animales de
experimentacion. Conclusion. La harina de teosinte es un potencial alimento funcional, por su actividad antioxidante y su

nula toxicidad aguda.
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Abstract: Background. In Honduras, teosinte (Dioon mejiae) has been cultivated since prehistoric times and its use as
food for human consumption has been isolated and reduced. However, its seeds are promising due to their high content
of carbohydrates, proteins and minerals in coping with food insecurity. Objectives. It was proposed to elaborate a teosinte
flour to store it at two temperatures on days 0, 30, 60 and 90 after its preparation to determine stability. Likewise, a
hydroalcoholic extract was prepared to determine the antioxidant capacity and acute oral toxicity. Methods. The pH values
of the flours stored at various temperatures and times were measured. The DPPH technique was used to determine the
antioxidant capacity of the extract and Wistar rats to evaluate acute oral toxicity. Results. Teosinte flour did not undergo
physical changes after three months of storage, and the average pH value obtained was 6.80. The highest percentage of
inhibition was 94% for a concentration of 25.00 mg/mL of the extract, and no toxic effects were observed in experimental
animals. Conclusion. Teosinte flour is a potentially functional food due to its antioxidant activity and zero acute toxicity.
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Introduccion

El Instituto de Nutricion para Centroamérica y Panama
(INCAP) define la seguridad alimentaria y nutricional, como
un estado en el cual todas las personas gozan, en forma
oportuna y permanente, de acceso fisico, econémico y so-
cial a los alimentos que necesitan, en cantidad y calidad,
para su adecuado consumo Yy utilizacién bioldgica, garan-
tizandoles un estado de bienestar general que coadyuve
al logro de su desarrollo’. Otro punto de vital importancia
a tomar en cuenta es la soberania alimentaria la cual es el
derecho de los pueblos, las naciones o las uniones de pai-
ses en definir politicas agricolas y alimentarias. Es por esto
que ante el aumento de la hambruna y pobreza que existe a
nivel mundial y con el propdsito de garantizar el derecho ali-

mentario de los pueblos, primordialmente de aquellos que
se encuentran en situacion de vulnerabilidad, es urgente
el reconocimiento gubernamental y social del control au-
ténomo de sus territorios, recursos naturales, sistemas de
gestién, produccion, distribucion y consumo de alimentos,
al igual que el respeto de su cultura y la valoracion de su
identidad?.

Por otro lado, es importante destacar que el hambre y
la malnutricion hacen que las personas sean menos pro-
ductivas y mas propensas a sufrir enfermedades, por lo que
no suelen ser capaces de aumentar sus ingresos y mejorar
sus medios de vida. Actualmente hay casi 800 millones de
personas que padecen hambre en todo el mundo, la gran
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mayoria en los paises en desarrollo. Es por esto que se
trabaja en el cumplimiento de los objetivos de desarrollo
sostenible, especificamente el nimero dos: hambre cero®.

Honduras esta ubicado en el area nucleo de Centroa-
mérica formando parte de Mesoamérica, considerada como
unos de los centros de mayor diversidad biolégica del mun-
do, de la cual han salido variedades de cultivos que se utili-
zan en diferentes partes del planeta; tal es el caso del maiz
y frijol. Asimismo, existe para los pobladores de este pais,
especificamente en el Departamento de Olancho, una re-
serva para tiempos de escasez alimentaria y sequia como
una fuente de alimento llamado teosinte, un fosil viviente*>.

El teosinte (Dioon mejiae) es una planta nativa de Hon-
duras utilizada desde épocas milenarias con una distribu-
cion nororiental. Tiene tallos arborescentes que pueden
llegar a medir hasta 2 m de altura, las hojas son muy largas
de hasta de 2 my la semilla es de color blanca con un apén-
dice en la parte externa de la calaza y una capa interna muy
aspera llamada esclerotesta®.

Figura 1. Teosinte (Dioon mejiae) (fuente: elaboracion propia).
A partir del teosinte se pueden elaborar productos
como son las harinas, que, a su vez, pueden ser utiliza-
das para la elaboracion de alimentos y pasteleria, tal es el
caso del estudio realizado por Marcia y col. (2021), donde
se formuld una galleta de teosinte que contenia un buen
porcentaje de carbohidratos, grasas, y proteinas, con lo
cual se demuestra que esta harina tiene un valor nutricional
importante®. Asimismo, en el estudio publicado por Bastias
y col. (2020), encontraron que la harina del teosinte es un
alimento caldrico conteniendo principalmente almidén’. El
contenido de proteina fue similar a la de otros cereales
(9.67 + 0.08 g/100 g de harina) que incluian acido gluta-
mico, leucina y especialmente lisina, proporcionando mas
del 25% de estos aminoacidos esenciales para un adulto
de 70 kg, ademas de el alto contenido de acidos grasos
insaturados, predominando: el acido oleico (C18:1) y acido
linoleico (C18:2)".

En cuanto a los minerales, la harina de teocinte pre-
senta Fe (6.85 + 0.63 mg/100 g de harina), Zn (1.46 + 0.13

mg/100 de harina), Ca (14.86 + 1.86 mg/ 100g de harina) y
P (241 £ 0.01 mg/ 100 g de harina)’. Por lo tanto, la harina
de teosinte posee nutrientes y cualidades que le confieren
excelentes capacidades nutricionales y beneficiosas para
la salud, asi como una muy buena alternativa industrial y
tecnolégica para ser utilizada principalmente en mezclas
con otros tipos de harina o como alimento complementario
en la dieta de maiz y frijoles®®.

El teosinte tiene una gran importancia ornamental y
sobre todo alimenticia®. El presente trabajo, tuvo como ob-
jetivo la determinacién de la actividad antioxidante de un
extracto hidroalcohdlico de la harina del teosinte (prepara-
da previamente) mediante la técnica de DPPH y finalmente
evaluar la toxicidad oral aguda in vivo en ratas Wistar.

|
Materiales y métodos

Se utilizé etanol al 97% y metanol grado reactivo ob-
tenido de Acofarma (Barcelona, Espafia), reactivo DPPH y
Trolox de Sigma-Aldrich Co. (Darmstadt, Alemania), y agua
Milli-Q® Plus System.

Obtencion de la harina de teosinte

Las semillas de teosinte (D. mejiae) se obtuvieron en
la comunidad de Rio Grande, municipio de Gualaco, (Hon-
duras). Para la elaboracion de la harina, se recolectaron
100 unidades de teosinte para un total de 2,500 semillas.
El material recolectado se secé a temperatura ambiente
(20 + 2 °C) durante tres dias consecutivos. Posteriormente
las semillas fueron molidas empleando un molino de mano
(Corona®, México) y tamizadas en una malla equivalen-
te a 500 ym. La harina se almacend en frascos de vidrio
herméticamente cerrados en oscuridad hasta su posterior
andlisis (figura 2)°.

La harina se almacen6 a dos temperaturas: a4y 20°C
(temperatura de refrigeracion y temperatura ambiente con
un 70% de humedad relativa), para evitar el deterioro de la
misma y asegurar la mejor temperatura de almacenamien-
to®. Asimismo, se midieron los valores de pH de la harina
con ayuda de un peachimetro digital (Crison Instruments
S.A., Barcelona, Spain). Para medir el pH de la harina, se
tomaron partes iguales de harina y agua (50:50) y se agité
vigorosamente. Todo esto se realizo a los dias 0, 30, 60 y
90 después de su preparacion™®.

Preparacion del extracto de teosinte (D.mejiae)

Se prepard un extracto hidroalcohdlico empleando la
harina del teosinte (D. mejiae) utilizando: 5 g de harina por
cada 20 mL de solucion (ver figura 3). Primero se prepard
una mezcla hidroalcohdlica al 50% (mezcla 1), 5 g de la
harina de teosinte se mezclaron en 20 mL de la mezcla 1, la
cual se mantuvo en agitacion constante y sin calor durante
24 horas y protegido de la luz (mezcla 2). La mezcla 2 se
filtré al vacio y el filtrado fue almacenado en una nevera a
4°C hasta su posterior uso. (ver figura 3).

Evaluacion de la toxicidad aguda

En esta prueba se emplearon ratas albinas Wistar (n=
6) procedentes del Centro para la Produccion de Animales
de Laboratorio (CENPALAB, La Habana, Cuba) con su co-
rrespondiente certificado de salud y un peso comprendido
entre 186 y 202 g, respectivamente. Las condiciones de
cuarentena y aclimatacion fueron los siguientes: temperatu-
ra: 20 = 3 °C, humedad Relativa: 30-70%, ciclo de luz/oscu-
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Proceso de obtencion de la harina del Teosinte

Acute oral toxicity and antioxidant activity of teosinte seed flour (Diion mejiae)

Figura 2. Proceso de elaboracién de la harina del teosinte (fuente: elaboracién propia).

Elaboracion del extracto hidroalcohédlico de la harina de teosinte

Figura 3. Proceso de elaboracién del extracto hidroalcohdlico de la harina de teosinte (fuente: elaboracion propia).

ridad: 12/12 h. El agua y la comida fueron suministradas “ad
libitum”. Se procedioé a pesar e identificar cada animal para
llevar el control individual de los mismos. Posteriormente,
se suministré mediante via oral gastrica, el extracto hidro-
alcohdlico de D. mejiaea a una dosis limite de 2.000 mg/
kg, de acuerdo al peso de cada animal y después de dos
horas, se les suministré agua y alimento. Al cabo de siete
y catorce dias, se les peso nuevamente y se observo si
habia mortalidad de los animales. Finalmente, se procedio
a anestesiarlos y sacrificarlos empleando una sobredosis
de pentobarbital sédico, cumpliendo con el principio de las
3R’s (Reduccion, Refinamiento y Reemplazo de animales
de experimentacién) establecido por la toxicologia alter-

nativa y finalmente se observaron macroscopicamente los
signos clinicos en pulmones, rifidn, higado, corazon, bazo
y estomago'" (figura 4).

Evaluacion de la actividad antioxidante por DPPH de la
harina de D. mejiae

Se prepar6 en un matraz completamente cubierto
con papel aluminio, una solucién del radical libre 1,1-dife-
nil-2-picril-hidrazilo (DPPH) a una concentracion final de
60 mM en metanol grado analitico y subsiguientemente se
transfirid a un frasco cubierto con papel aluminio para evi-
tar su rapida degradacion'. Posteriormente, se preparo la
solucién control Trolox como control positivo previamente
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Evaluacion de la toxicidad aguda de la harina del teosinte

Figura 4. Evaluacion de la toxicidad aguda del extracto hidroalcohdlico de la harina de teosinte en ratas Wistar (fuente:

elaboracion propia).

disuelta en metanol al 80% a una concentraciéon de 20 pM.
Se utilizd como control negativo una solucién de glucosa al
5% (suero glucosado comercial).

Para la preparacion de las muestras, se tomaron ali-
cuotas del extracto de la harina de teosinte (0.25 g/mL)
hasta tener concentraciones finales de: 1.56, 3.56, 6.25,
12.50 y 25.00 mg/mL. Se tomaron 0.25 mL de extracto a
evaluar en cinco tubos de ensayo y se le agregé 1 mL de la
solucion de DPPH previamente preparada, se homogenizo
y se incubé en la oscuridad durante 30 minutos. Pasado
este tiempo se midio la absorbancia de la solucién en el es-
pectrofotdmetro (SUMA, Centro de Inmunoensayo, Cuba)
a 517 nm. El mismo tratamiento recibi6 la solucién control
(ver figura 5). Se observé un resultado positivo mediante
un cambio de coloracion de azul a amarillo. Estos ensayos
se realizaron por triplicado (n=3). Para medir el % de inhibi-
cion, se utilizo la ecuacion 1.

Analisis estadisticos

Los datos se procesaron haciendo uso del programa
estadistico GraphPad Prism version 5. Asimismo, se utilizd
SPSS version 22.0 para estadisticas descriptivas y compa-
racion de medias con T-Student (p < 0.05).

|
Resultados y discusién

Obtencidn de la harina de Teosinte

Después de que esta harina se almacené a dos tem-
peraturas (4 y 20°C) y a diferentes dias, no se observé un

cambio de coloracion o de olor; es decir, tuvo un color blan-
quecino y un olor muy similar a la harina del maiz. No se
observaron cambios desde el punto de vista fisico. No se
observaron cambios desde el punto de vista fisico. El olor y
color de la harina almacenada a ambas temperaturas a los
dias 30, 60 y 90 fue exactamente el mismo que se obtuvo el
dia de la preparacion. Referente a los valores de pH, estos
los podemos observar en la tabla 2. El buen almacenamien-
to de las harinas juega un rol muy importante ya que estas
deben ser protegidas de la humedad para asi evitar el cre-
cimiento de microorganismos que pueden provocar dafos
a la salud del consumidor, en especial cuando se trata del
crecimiento de hongos donde no se eliminan tan faciimente
aun con la aplicacién de temperatura®.

En cuanto al rendimiento de extraccion de la harina de
teosinte fue del 51.39%, generandose mermas en el seca-
do, tamizado y sellado, empleandose la ecuacién 2 para su
obtencion.

Rendimiento de extraccién= (35.0000 Ibs-17.0145
Ibs)/35.0000Ibs) x 100= 51.39%

No se observaron cambios en los valores de pH refe-
rentes a la temperatura de almacenamiento de la harina. Del
mismo modo, los valores de pH se mantuvieron constantes
a través del tiempo. Esto indicd un correcto almacenamiento.
Los valores obtenidos son fueron los adecuados para las ha-
rinas los cuales deben oscilar entre 6.00 a 6.90°. Referente al
extracto de la harina de teosinte, esta fue almacenada bajo
refrigeracion hasta su uso para las pruebas de toxicidad agu-
da oral y actividad antioxidante. No se observaron cambios
de color o de olor en el extracto de la harina, esto debido a
que se almaceno bajo obscuridad y en refrigeracion.

Inhibicion (%) =1- ((Abs muestra — Abs blanco) /(Abs Control — Abs blanco)) x 100

(ecuacion 1)

(Materia de entrada—Materia de salida) x 100

Rendimiento de extraccion’

Materia de entrada

(Ecuacion 2)
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Figura 5. Evaluacion de la toxicidad aguda del extracto hidroalcohdlico de la harina de teosinte en ratas Wistar (fuente:

elaboracion propia).
Evaluacion de la toxicidad aguda

La tabla 2, adicionalmente a la prueba de toxicidad
aguda, muestra que los animales ganaron peso durante los
14 dias de ensayo; el grupo | presenté un peso promedio
inicial y final de 184.71 + 6.20 g y 230.30 + 15.20 g, res-
pectivamente. Se obtuvo una ganancia de peso de 45.59 g
(24.68%). Asimismo, los animales del grupo || mostraron un
peso promedio inicial y final de 187.00 + 5.00 g y 220.33 +
2.00 g, respectivamente. La ganancia de peso fue de 33.33
g (17.82%).

Estos resultados visualizan el potencial bromatolégico
del teosinte, donde se destaca su aporte de proteinas (9.67
g 100 g), carbohidratos (68.26 g 100 g) y alto conteni-
do caldrico (343.68 kcal 100 g)8. Asimismo, en la tabla 2
podemos ver que la harina de teosinte no provoco algun
efecto adverso en los animales ensayados. En la tabla 3 se
puede observar que no se observaron dafios en los 6rga-
nos de las ratas durante se realizé el estudio (ver tabla 3).

Con los resultados anteriores se muestra que el extrac-
to hidroalcohdlico de harina de teosinte fue inocua en las
dosis evaluadas. Durante los ensayos, no se observé dis-
minucion de la actividad motora, ni cambios en los reflejos,
ni complicaciones respiratorias, por lo que la harina podria
considerarse no letal al ser consumida por los animales de

experimentacion. De acuerdo a la literatura, la harina de
teosinte deberia consumirse previo a hidrolisis alcalina, lo
que se sugiere para evitar posibles efectos neurotoxicos
provocados por la cicasina y neocicasina presentes en esta
planta®. Ningun animal murié durante el ensayo y no se
observaron dafios macroscépicos en los érganos. Los re-
sultados obtenidos destacan la importancia de este ensayo,
ya que no se han reportado hasta la fecha estudios simila-
res sobre la toxicidad aguda del teosinte en animales de
experimentacion. Otros ensayos mas a largo plazo serian
de mucha utilidad.

Evaluacion de la actividad antioxidante de la harina de
teosinte (D. mejiae)

Los alimentos con capacidad antioxidante son de suma
importancia para el buen funcionamiento de nuestro orga-
nismo, ya que ayudan a prevenir los dafios que proporcio-
nan los radicales libres en nuestras células™. Es por ello
que el consumo de alimentos que contienen antioxidantes
es de suma importancia ya que evita que las células de
nuestro organismo sean destruidas y con esto se conlle-
ve al padecimiento de ciertas enfermedades que pueden
poder en riesgo nuestra vida'?. Actualmente, se disponen
de varios métodos para la determinacion de la actividad an-
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Dia 30 a4®C Dia 60 a4° C

Dia1 Dia 30 a 20°C Dia 60 a 20°C Dia 90 a 20°C
Figura 6. Aspecto de la harina de teosinte almacenada a diferentes temperaturas y endiferentes dias.

Valor de pH
Temperatura en
°C Dia 0* Dia 30 Dia 60 Dia 90
4 NA 6.70£0.02 a 6.74+001 a 6.75+0.09a
25 6.78+0.05 6.78+:0.07 a 6.77+0.05a 6.79+0.05a

Tabla 1. Valores de pH obtenidos de la harina de teosinte almacenada a dos temperaturas. *Dia O es el dia de la prepa-
racion de la harina. Letras iguales en la misma columna indican que no hubo una diferencia significativamente estdistica
(p< 0.05), a partir de T-Student .

Tiempo en dias*
Grupo 1 7 14
Hembras (I) 184.71 + 6.20 220.71 £ 17.00 23030 £ 15.20
Hembras (IT) 187.00 + 5.00 211.00 +2.30 220.33+2.00

Tabla 2. Variacion en el peso corporal (g) de los animales en el ensayo de Toxicidad Aguda Oral de la harina de D. mejiae,
a la dosis de 2000 mg/kg. *Valor medio + Desviacion estandar.

Tiempo en dias*

Signos clinicos 1 2,03 45 6 7 8|9 1011 12 13 14

Ojos - - - - - -l -1 -1 -1-1-1-1-1-

Mucosas - - - - - - - - - - - - - -

Sistema respiratorio - - - - - -l -1 -1 -1-1-1-1-1-

Sistema circulatorio - - - - - - - - - - - - - -

Sistema autéonomo - - - - - - - - - - - - - -

Sistema nervioso central - - - - - - - - - - - - - -

Mudanza de pelo - - - - - -l -1 -1-1 - - - - | -

Temblores - - - - - - - - - - - - - -

Convulsiones - - - - - - - - - - - - _ _

Salivacion - - - - - - - - - - - - - .

Piel - - - - - - - - | - - - - - -

Sedacion - - - - - - - - - - - - - -

Somnolencia - - - - - - - - - - - - - -

Muerte - - - - - - - - - - - - - -

*(+) presencia, (—) ausencia de lesion.

Tabla 3. Signos clinicos del ensayo de Toxicidad Aguda Oral de la harina de D. mejiae.
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Concentracion teosinte Densidad optica £ DE % de inhibicion
(mg/mL)
1.56 0.53 £0.03 60.00
3.13 0.62+0.02 61.00
6.25 0.53+£0.01 70.50
12.50 042+0.02 87.00
25.00 0.32+£0.01 94.30

Tabla 4. Concentracion del extracto hidroalcohdlico de teosinte, densidad dptica y % de inhibicion obtenida.
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Figura 7. Capacidad secuestradora del radical DPPH de la harina de teosinte respecto al grupo control positivo (Trolox

20 uM) * P < 0.05.

tioxidante, en este estudio en particular, se utilizé el método
DPPH. Se eligio la técinca del DPPH por ser uno de los mas
apropiados y reportados en la literatura'-1®,

En la tabla 4 y en la figura 7, se pueden observar los
valores de la menor y mayor concentracion empleada de
la harina de teosinte (1.56 y 25.00 mg/mL), donde él % de
inhibicion fue del 60 y 94.3%, respectivamente. Esta activi-
dad bioldgica del teosinte encontrada, visualiza el potencial
funcional de esta planta alimenticia. Por lo anterior sera ne-
cesario realizar estudios de identificacion y cuantificacion
de las moléculas bioactivas presentes que confieren esta
actividad antioxidante para su aprovechamiento como in-
grediente funcional o nutracéutico’®.

|
Conclusiones

Un buen almacenamiento de las harinas es importante
para mantener las condiciones ideales y evitar contamina-
cion microbiana. Los valores de pH se mantuvieron cons-
tantes en el tiempo y fueron los adecuados de acuerdo a lo
estipulado por la literatura. Asimismo, la temperatura de al-
macenamiento no fue un factor determinante para observar
cambios fisicos o de pH en la harina de teosinte. La harina
de teosinte no evidencia toxicidad aguda en los animales
ensayados. Este estudio se hizo bajo un esquema de en-
sayo limite, tomando en cuenta de que se deben realizar
otros ensayos toxicolégicos no agudos (carcinogénesis,
teratogénesis, toxicidad cronica). Los resultados sugieren

una actividad secuestradora de radicales libres compa-
rables al patron utilizado (Trolox) a una concentracion de
25.00 mg/mL. La harina de teosinte se puede utilizar por si
sola o en mezcla con otros tipos de harinas en el desarro-
llo de nuevos productos o alimentos fortificados. La harina
de teosinte puede considerarse un potencial alimento fun-
cional, por su actividad antioxidante. Se recomienda para
futuros estudios la realizacion de pruebas de identificacion
y cuantificacién de moléculas bioactivas del teosinte como
son los compuestos fendlicos y carotenoides. Es importan-
te destacar que al ser el teosinte una planta en peligro de
extincion es necesario su proteccion y propagacion a partir
de bancos de germoplasma y cultivos in vitro.
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