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INTRODUCCION
El maiz (Zea mays) es ampliamente considerado como un cultivo importante en todo

el mundo, en especial en México, debido a que es la base de la alimentacion y el

pais es considerado como uno de los centros de origen de esta especie.

México cuenta con una gran diversidad de maices distribuidos a lo largo de todo el
territorio, los cuales estan adaptados a las condiciones climatologicas y geograficas
de cada region agroecoldgica; mas de 50 razas de maiz han sido descritas. Dentro

de estas, se encuentran los maices criollos coloridos o pigmentados.

Los maices coloridos contienen compuestos de gran interés debido a sus
propiedades antioxidantes y bioactivas tales como antocianinas, carotenos, fenoles
y flavonoides. Las antocianinas junto con otros flavonoides, son responsables del
color rojo, azul, morado o negro en el maiz por lo que representan una fuente de
colorantes naturales. Ademas, varios estudios han revelado propiedades
antimutagénicas, y quimiopreventivos. Por otro lado, estudios acerca de la ingesta
dietética de polifenoles y flavonoides demuestran una correlacién entre estos y la
reduccion en el estrés oxidativo, crecimiento de tumores y la enfermedad cardiaca
coronaria. Finalmente, los carotenos son el precursor de la vitamina A y tienen la
propiedad de absorber la luz azul y ultravioleta por lo que también actuan como

antioxidantes.

Sin embargo, a pesar de la enorme diversidad que se tiene en México en cuanto a
razas y variedades de maiz, son pocos los trabajos publicados sobre las
caracteristicas fisicas y quimicas de sus granos y mas reducido aun es el numero
de estudios realizados en maices con pigmentados.

Por ello es necesario ampliar este tipo de estudios para cubrir una mayor cantidad

de razas que presenten variantes de grano pigmentado.




MARCO TEORICO

Botanicamente, el maiz (Zea mays) pertenece a la familia de las gramineas y es
una planta anual alta dotada de un amplio sistema radicular fibroso. Se trata de una
especie que se reproduce por polinizacion cruzada y la flor femenina (elote,
mazorca, choclo o espiga) y la masculina (espiguilla) se hallan en distintos lugares
de la planta. Las panojas —a menudo, una por tallo— son las estructuras donde se
desarrolla el grano, en un numero variable de hileras (12 a 16), produciendo de 300
a 1,000 granos, que pesan entre 190 y 300 g por cada 1,000 granos. El peso
depende de las distintas practicas genéticas, ambientales y de cultivo. El grano

constituye aproximadamente el 42% del peso en seco de la planta (FAO 1993).

Maices de diferentes tipos y colores (que van del blanco al amarillo, rojo y morado)
son cultivados. Maiz harinoso (Z. mays var. amylacea), también conocido como el
maiz "suave", tiene granos, principalmente de color blanco con corona redondeada
o plana, que consiste casi en su totalidad de endospermo blando y una pequeia
porcidn de endospermo duro. Maiz calicé (Z. mays var. Indurata), también conocido
como maiz de indias, tiene un almiddn suave en el centro rodeado por una cascara
dura, y su color varia del blanco al rojo. Maiz dentado (Z. mays var. indentata) es
amarillo o blanco con una corona deprimida. Maiz dulce (Z. mays var. saccharata y
Z. mays var. rugosa) tiene un mayor contenido de azucar que otros tipos de maiz y
se consume en diferentes formas (hervidos, asados, congelados o enlatados). Maiz
palomero (Z. mays var. everta) se utiliza principalmente para hacer estallar; esta
capacidad esta vinculada a un denso relleno de almidon en el endospermo. Maiz
ceroso (Z. mays var Ceratina), su almidon principalmente consiste en amilopectina
(aproximadamente 99%), y la amilosa estd presente en muy pequefas
cantidades; el almidon de dicho maiz produce pasta que tiene una baja tendencia a
la retrogradacion con caracteristicas muy parecidas al almidén de papa. El maiz
blanco tiene endospermo de color blanco que contiene mayor cantidad de

endospermo vitreo en relacién con endospermo harinoso y se prefiere para




productos nixtamalizados como las tortillas (Singh et al., 2011). Granos de maiz
azul, morado, y rojo son ricos en antocianinas con propiedades antioxidantes y

bioactivos bien establecidos (Adom y Liu, 2002).

El cultivo del maiz tuvo su origen, con toda probabilidad, en América Central,
especialmente en México, de donde se difundidé hacia el norte hasta el Canada y
hacia el sur hasta la Argentina. La evidencia mas antigua de la existencia del maiz,
de unos 7,000 anos de antigledad, ha sido encontrada por arqueodlogos en el valle
de Tehuacan (Puebla, México) pero es posible que hubiese otros centros
secundarios de origen en América. A finales del siglo XV, tras el descubrimiento del
continente americano por Cristébal Coldn, el grano fue introducido en Europa a
través de Espafna. Se difundié entonces por los lugares de clima mas calido del
Mediterraneo y posteriormente a Europa septentrional. Crece desde los 58° de
latitud norte en el Canada y Rusia hasta los 40° de latitud sur en el hemisferio
meridional. Se cultiva en regiones por debajo del nivel del mar en la llanura del
Caspio y a mas de 4,000 metros de altura en los Andes peruanos. Pese a la gran
diversidad de sus formas, al parecer todos los tipos principales de maiz conocidos
hoy en dia, clasificados como Zea mays, eran cultivados ya por las poblaciones
autoctonas cuando se descubrid el continente americano. Por otro lado, los indicios
recogidos mediante estudios de botanica, genética y citologia apuntan a un
antecesor comun de todos los tipos existentes de maiz. La mayoria de los
investigadores creen que este cereal se desarrollé a partir del teosinte, Euchlaena
mexicana Schrod, cultivo anual que posiblemente sea el mas cercano al maiz. Otros
creen, en cambio, que se origind a partir de un maiz silvestre, hoy en dia
desaparecido. La tesis de la proximidad entre el teosinte y el maiz se basa en que
ambos tienen 10 cromosomas y son homodlogos o parcialmente homologos. Ha
habido introgresioén (retrocruzamiento reiterado) entre el teosinte y el maiz y sigue
habiéndola hoy en dia en algunas zonas de México y Guatemala donde el teosinte
puede crecer en los cultivos de maiz. Galinat (1977) sefiala que siguen siendo

viables esencialmente dos de las diversas hipotesis sobre el origen del maiz: la



https://translate.googleusercontent.com/translate_f#10
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#10

primera es que el teosinte actual es el antecesor silvestre del maiz, y/o un tipo
primitivo de teosinte es el antecesor silvestre comun del maiz y del teosinte; la
segunda es que una forma desaparecida de maiz tunicado fue el antecesor del
maiz, y el teosinte fue, en cambio, una forma mutante de dicho grano tunicado. En
cualquier caso, la mayoria de las variedades modernas del maiz proceden de
material obtenido en el sur de los Estados Unidos, México y América Central y del
Sur (FAO 1993).

Se puede definir la planta del maiz como un sistema metabdlico cuyo producto final
es, en lo fundamental, almidon depositado en unos 6rganos especializados: los
granos. El desarrollo de la planta se puede dividir en dos fases fisioldgicas. En la
primera, o fase vegetativa, se desarrollan y diferencian distintos tejidos hasta que
aparecen las estructuras florales. La fase vegetativa consta de dos ciclos. En el
primero se forman las primeras hojas y el desarrollo es ascendente; en este ciclo,
la produccion de materia seca es lenta y finaliza con la diferenciacion tisular de los
organos de reproduccion. En el segundo ciclo se desarrollan las hojas y los érganos
de reproduccion; este ciclo acaba con la emision de los estigmas.

La segunda fase, también llamada fase de reproduccion, se inicia con la fertilizacion
de las estructuras femeninas que se diferenciaran en espigas y granos. La etapa
inicial de esta fase se caracteriza por el incremento de peso de las hojas y otras
partes de la flor; durante la segunda etapa, el peso de los granos aumenta con
rapidez (Tanaka y Yamaguchi, 1972).

La planta desarrolla caracteristicas y diferencias morfolégicas en las fases
vegetativa y de reproduccién como consecuencia, en el terreno de la evolucion, de
la seleccién natural y de la domesticaciéon. Algunos genotipos se han adaptado a

zonas ecoldgicas concretas (Barber, 1979).




El grano de maiz se denomina en botanica cariopside o cariopsis; cada grano

contiene el revestimiento de la semilla, o cubierta seminal, y la semilla, como se ve

en la Figura 1.
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En la figura 1 se muestran también las cuatro estructuras fisicas fundamentales del
grano: el pericarpio, cascara, o salvado; el endospermo; el germen o embrion; y la

pilorriza (tejido inerte en que se unen el grano y el carozo) (FAO 1993).
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GERMEN



El grano de maiz se compone de endospermo (82-83%), germen (10-11%),
pericarpio (5-6%), y aleurona (2-3%). El pericarpio es la capa mas externa que se
caracteriza por alto contenido de fibra cruda, que consiste principalmente de
hemicelulosa, celulosay lignina. El grosor del pericarpio varia en los diferentes tipos
de maiz. El endospermo se compone de un gran numero de células, cada uno lleno
con granulos de almidon incrustados en una matriz de proteina. Las paredes
celulares consisten en polisacaridos no amilaceos (B-glucano y arabinoxilano),
proteinas, y acidos fendlicos. El grano de maiz tiene dos tipos de endospermo,
harinoso y corneo. El endospermo harinoso contiene granulos sueltos de almidén
que rodean la fisura central, mientras que el endospermo cérneo ha embalado con
fuerza granulos de almidén mas pequefios hacia la periferia. EI germen esta
compuesto de embriones, el 6rgano vivo del grano, y el escutelo que nutre al
embrion. EI germen se caracteriza por un alto contenido de lipidos
(aproximadamente 33%) y proteinas (aproximadamente 18%). El aceite proveniente
del germen es bajo en acidos grasos saturados y alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados. Dicho aceite de germen es relativamente estable debido a la
presencia de altos niveles de antioxidantes naturales, y se considera bueno para la
salud debido a su composicion, que consiste principalmente de acido oleico y
linoleico. El endospermo constituye aproximadamente 82-83% del grano y contiene
aproximadamente 87-88% de almidon que consiste en amilosa y

amilopectina (Singh et al., 2011).

El maiz hibrido es la progenie de la primera generacion de un cruzamiento entre
lineas endogamicas.

La hibridacién es un método de mejoramiento genético que utiliza la polinizacion
cruzada, entre progenitores genéticamente distintos, con el propdsito de obtener
recombinacion genética.

Después de llevarse a cabo la polinizacion cruzada, se cultivan generaciones
segregantes y se seleccionan lineas puras, una vez que se ha alcanzado la

homocigocidad. El propdsito es identificar y seleccionar lineas que combinen genes




deseables provenientes de ambos progenitores. Las lineas seleccionadas se
evaluan mediante pruebas de progenie para verificar la presencia de una
combinacion de genes deseables. Las lineas que demuestran ser superiores

pueden multiplicarse como un nuevo cultivar.

Es un incremento de semilla por apareamiento aleatorio a partir de una cruza
multiple, se cruzan en pares seis u ocho lineas endogamicas y las progenies
obtenidas se cruzan siguiendo un esquema sistematico hasta que todas participan
en la cruza final con igual frecuencia.

Se caracterizan por:

- Expresan menor potencial productivo de grano que los hibridos varietales.

- Poseen mayor potencial productivo de grano que las variedades mejoradas.

- Especial para zonas de temporal deficiente, con condiciones de lluvia y ambiente
desfavorable. Su ambito de recomendacion es la provincia de “mediana
Productividad”, asi como las “tierras marginales”, es decir donde es muy dificil el
ambiente para el maiz.

- Baja uniformidad de altura de planta y mazorca.

- La cosecha se efectua en forma manual.

- La semilla se puede obtener de la propia parcela por cuatro o cinco anos después
debe renovarse.

- Facilidad para produccién de semilla, ya que es un solo lote aislado.

Una variedad mejorada es un grupo de plantas con caracteristicas bien definidas,
semejantes, obtenidas a través de la aplicacién de alguna técnica o metodologia de
mejoramiento genético, las cuales poseen caracteristicas sobresalientes y
comportamiento superior al de las variedades existentes o predecesoras.

Sus caracteristicas son:

- Poseen menor potencial productivo de grano que las variedades sintéticas.

- Mayor potencial productivo de grano que variedades criollas.




- Especifico para zonas de temporal deficiente, es decir en las provincias de “tierras
marginales”.

- Poseen mediana a escasa productividad.

- Baja uniformidad de altura de planta, mazorca, tamafio de mazorca.

- La cosecha se realiza en forma manual.

- La semilla para siembra se obtiene de la propia parcela.

- Facilidad para produccién de semilla, ya que es sélo un lote.

Se caracterizan por:

- Poseen limitado potencial productivo de grano.

- Especifico para temporal deficiente o con problemas de falta de humedad y
manejo. Su ubicacion es en las provincias de “baja productividad”, asi como en
“tierras marginales”.

- Poseen baja uniformidad de altura de planta y mazorca.

- La cosecha debe efectuarse en forma manual.

- La semilla se obtiene de la propia parcela.

- Presenta facilidad para produccién de semilla, ya que implica un soélo lote aislado.

- Poseen ventajas comparativas por tipo especial de grano, para uso diferenciado.

Hibridos no convencionales

Se obtienen de la combinacion de variedades con una linea, un hibrido simple con
una variedad, una variedad con hibrido simple, un hibrido con otro hibrido.

Se caracterizan por:

- Mayor potencial productivo de grano que variedades sintéticas e hibridos
varietales, dependiendo del tipo de hibrido no convencional.

- Responden muy bien en provincias de “buen potencial productivo”.

- Se obtienen de la combinacion de: a) variedad x linea (mestizos), b) hibrido simple
x variedad, c) variedad x hibrido simple, d) hibridos o variedades estabilizadas e)
hibrido x hibrido.

- Presentan baja uniformidad en altura de planta, mazorca y tamafio de mazorca.

- Se requiere nueva semilla pero también puede obtenerse de la propia parcela.




- La produccién de semilla es relativamente facil, asi como el control de
progenitores.

- La productividad de semilla es buena, al obtenerse de cruza simple o variedad
(Guzman Maximo 2015).

El cultivo del maiz en México se hace actualmente en un amplio intervalo de altitud
y variacion climatica, desde el nivel del mar hasta los 3,400 msnm. Se siembra en
zonas torridas con escasa precipitacion, en regiones templadas, en las faldas de las
altas montafas, en ambientes muy calidos y humedos, en escaso suelo, en
pronunciadas laderas o en amplios valles fértiles, en diferentes épocas del afo y
bajo multiples sistemas de manejo y desarrollo. A esta gran diversidad de
ambientes, los agricultores, indigenas o mestizos, mediante su conocimiento y
habilidad, han logrado adaptar y mantener una extensa diversidad de maices
nativos.

El maiz como cultivo es un sistema dinamico y continuo. Su polinizacion es libre y
hay movimiento o flujo de semilla por los agricultores afio con afio al mantener,
intercambiar y experimentar con semilla propia o de otros vecinos de la misma
localidad o de regiones distantes. A diferencia de las plantas silvestres, esto dificulta
la distincion de unidades discretas para clasificar su diversidad. Una aproximacién
a su estudio y entendimiento ha sido seleccionar en este continuo las principales
unidades (tipos o formas) que le caracterizan y a las que se han denominado razas.
El término raza se ha utilizado en el maiz y en las plantas cultivadas para agrupar
individuos o poblaciones que comparten caracteristicas en comun, de orden
morfoldgico, ecoldgico, genético y de historia de cultivo, que permiten diferenciarlas
como grupo. Las razas se agrupan a su vez en grupos o complejos raciales, los
cuales se asocian a una distribucion geografica y climatica mas o menos definida y
a una historia evolutiva comun.

El concepto y la categoria de raza son de gran utilidad como sistema de referencia
rapido para comprender la variacion de maiz, para organizar el material en las

colecciones de bancos de germoplasma y para su uso en el mejoramiento, asi como




para describir la diversidad a nivel de paisaje. Sin embargo, cada raza puede
comprender numerosas variantes diferenciadas en formas de mazorca, color y
textura de grano, adaptaciones y diversidad genética.

Las razas se nombran a partir de distintas caracteristicas fenotipicas (Conico, por
la forma de la mazorca), tipo de grano (Reventador, por la capacidad del grano para
explotar y producir palomitas), por el lugar o regién donde inicialmente fueron
colectadas o son relevantes (Tuxpefio de Tuxpan, Veracruz; Chalqueiio, tipico del
Valle de Chalco) o por el nombre con que son conocidas por los grupos indigenas
o mestizos que las cultivan (Zapalote Chico en el Istmo de Oaxaca o Apachito en la
Sierra Tarahumara).

En América Latina se han descrito cerca de 220 razas de maiz, de las cuales 64
(29%) se han identificado, y descrito en su mayoria, para México.

De las 64 razas que se reportan para México, 59 se pueden considerar nativas y 5
que fueron descritas inicialmente en otras regiones (Cubano Amarillo, del Caribe, y
cuatro razas de Guatemala -Nal Tel de Altura, Serrano, Negro de Chimaltenango y
Quichefo), pero que también se han colectado o reportado en el pais.

Las razas de maiz de Meéxico se han agrupado, con base en caracteres
morfoldgicos, de adaptacion y genéticos (isoenzimas) en siete grupos o complejos

raciales (Figura 2).
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Figura 2. Razas de Maiz en México

A pesar de la enorme diversidad que se tiene en México en cuanto a razas y
variedades de maiz nativas o criollas, es reducido el niUmero de estudios realizados
en maices con pigmentos del tipo antociana. Solamente en algunas razas de maiz
que presentan variantes de grano con pigmentos antocianinicos se ha determinado
el contenido de antocianinas. Sin embargo, es necesario ampliar este tipo de
estudios para cubrir una mayor cantidad de razas que presenten variantes de grano

pigmentado de coloraciones rojas, moradas y azules. (Salinas Moreno et al. 2013)

4. Compuestos Bioactivos

4.1. Historia y definicidon de los compuestos bioactivos
Tipicamente, los compuestos bioactivos de las plantas se producen como
metabolitos secundarios (Bernhoft, 2010). Los metabolitos secundarios son
aquellos que a menudo se producen en una fase posterior al crecimiento, no tienen
ninguna funcién en este (aunque pueden tener la funcidon de supervivencia), tienen
estructuras quimicas inusuales, y se forman a menudo como mezclas de miembros

de una familia quimica (Martin y Demain, 1978). La produccion de metabolitos




secundarios en diferentes especies es principalmente seleccionada a través del
curso de la evolucién y la necesidad particular de esa especie (Dudareva y
Pichersky, 2000). De entre los metabolitos secundarios algunos tienen efecto sobre
los sistemas biologicos, a estos se les consideran bioactivos. De manera simple,
cuando se habla de los compuestos bioactivos en plantas se refiere a metabolitos
secundarios capaces de producir efectos farmacolégicos o toxicolégicos en

animales y humanos (Bernhoft, 2010)(Azmir et al., 2013).

4.2. Clasificacién y sintesis de compuestos bioactivos
Los compuestos bioactivos de las plantas se dividen en tres categorias principales:

(a) terpenos vy terpenoides (aproximadamente 25000 tipos), (b) alcaloides
(aproximadamente 12000 tipos) y (c) compuestos fendlicos (aproximadamente 8000
tipos) (Croteau et al., 2000).

Las estructuras generales de las diferentes categorias de compuestos bioactivos se

muestran en la figura 3.
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Figura 3. Estructuras generales de las diferentes categorias de compuestos bioactivos: alcaloides (al y a2),
monoterpenos (b),sesqueterpenos (c), triterpenos, saponinas, esteroides (d), flavonoides (e), poliacetilenos (f),

policétidos (g) (Azmir et al., 2013).

La mayoria de los compuestos bioactivos pertenecen a una de las familias; de los
cuales, cada uno tiene caracteristicas estructurales particulares derivados de la
forma en que se construyen en la naturaleza (biosintesis). Hay cuatro vias

principales para la sintesis de compuestos bioactivos (Figura 4): (1) ruta del acido




shikimico, (2) ruta del acido maldnico, (3) via del acido mevaldnico y (4) ruta del
metileritritol fosfato (MEP) (Tiaz y Zeiger, 2006). Los alcaloides son producidos por
los aminoacidos aromaticos (via acido shikimico) y por los aminoacidos alifaticos
(Ciclo del acido tricarboxilico). Los compuestos fendlicos se sintetizan a través de
la ruta del acido shikimico y la ruta del acido malénico. A través de la ruta del acido

mevalodnico y via MEP se producen los terpenos (Azmir et al. 2013).
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5. Compuestos Bioactivos en Maiz

METABOLISMO SECUNDARIO DEL CARBON

Figura 4. Elementos del metabolismo del carbono en relacion con las rutas de sintesis de metabolitos secundarios.

Algunos compuestos bioactivos, como carotenoides, antocianinas y compuestos

fendlicos, que estan asociados con la promocion de la salud y prevencion de

enfermedades, que estan presentes en frutas y verduras, se han reportado también

en maiz.




A continuacion, se describen los compuestos bioactivos que se encuentran en Maiz,

asi como sus propiedades y caracteristicas.

Los terpenos, o terpenoides, constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos
secundarios (mas de 40.000 moléculas diferentes). La ruta biosintética de estos
compuestos da lugar tanto a metabolitos primarios como secundarios de gran
importancia para el crecimiento y supervivencia de las plantas. Entre los metabolitos
primarios se encuentran fitohormonas (giberelinas, acido abscisico y citoquininas),
carotenoides, clorofilas y plastoquinonas (fotosintesis), ubiquinonas (respiracion) y

esteroles (estructura de membrana celular).

Suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos de la unién H,C /CH2
de unidades de isopreno (Figura 5). De esta forma, los terpenos se /C—C/
clasifican por el nUmero de unidades de isopreno que contienen: Hzc/ H

los terpenos de 10 C contienen dos unidades y se llaman

monoterpenos; los de 15 C tienen tres unidades y se denominan sesquiterpenos, y
los de 20 C tienen cuatro unidades y son los diterpenos. Los triterpenos tienen 30
C, los tetraterpenos tienen 40 C y se habla de politerpenos cuando contienen mas

de 8 unidades de isopreno.

El grupo de los terpenos, incluye fitohormonas, pigmentos carotenoides (carotenos
y xantofilas), esteroles (ergosterol, sitosterol, colesterol), derivados de los esteroles
(glicésidos cardiacos), latex y aceites esenciales (proporcionan el olor y el sabor

caracteristico de las plantas).

Muchos terpenoides son comercialmente interesantes por su uso como aromas y
fragancias en la industria alimentaria y cosmética. Otros compuestos terpenoides
tienen importancia medicinal por sus propiedades anticarcinogénicas, antiulcerosas,

antimalaria, antimicrobianas, etc.




Los terpenos de mayor tamafo son los tetraterpenos y politerpenos, entre los que
se encuentran los carotenoides (Figura 6) (Avalos Y Elena 2009).

Ademas, los carotenoides con moléculas que contienen oxigeno son también
conocidos como xantofilas, que son la fuente de color amarillo en el maiz. Los

carotenoides varian en el maiz segun el tipo y el genotipo (Adom vy Liu, 2002).

Los carotenoides se localizan en los organulos subcelulares, cloroplastos,
cromoplastos y, donde parecen estar asociados principalmente con proteinas y
servir como pigmentos accesorios en la fotosintesis.

Dos clases de pigmentos carotenoides, carotenos y xantofilas, son los responsables
del color amarillo y naranja del endospermo del maiz. En general, a- y B-caroteno
son los principales carotenos, mientras que B-criptoxantina, luteina y zeaxantina son
la mayoria de las xantofilas. Ademas de la alta actividad antioxidante, a- y B-
caroteno y B-criptoxantina han presentado actividades de provitamina A, mientras
que la luteina y la zeaxantina han atraido mucha atencién debido al posible papel

en la prevencion de cataratas (Zili¢ et al. 2012).

Algunos estudios acerca del contenido de B-Caroteno en el grano de maices
coloridos (Tabla 1) muestran que el contenido en maiz no representa una fuente
considerable de dicho compuesto comparando con otra parte de la planta como lo
son las hojas donde (Pérez et al. 2012) reportan una concentracion de 5339 ug B-

Caroteno/g b.s.
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Concentracion

Tipo de Maiz (ug B-Caroteno/ Referencia
g grano b. s.)
Blanco 0.00-0.04
Amarillo 0.05-0.33
Rojo 0.20 (Singh et al., 2011)
Azul 0.23
Alto en caroteno 0.45
Maices coloridos 1.35 (Ku et al. 2014)

Tabla 1. Contenido de B-Caroteno en diferentes muestras de granos de maices coloridos.

5.3. Compuestos fendlicos
Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que contienen

un grupo fenol. Estas sustancias reciben el nombre de compuestos fendlicos,
polifenoles o fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol, un anillo aromatico

con un grupo hidroxilo (Avalos Y Elena 2009).

Los acidos fendlicos y flavonoides representan la forma mas comun de los
compuestos fendlicos que se encuentran en el grano de maiz entero; existen de
forma soluble, ya sea libres o conjugado, o insolubles ligados a otros compuestos.
La funcién mas importante de los flavonoides solubles es su capacidad para impartir
color a la planta en la que se producen. Los flavonoides son responsables de la
mayoria de coloraciones naranja, escarlata, carmesi, malva, violeta, y azul en

plantas (Cuevas Montilla et al. 2011).

Dentro de este grupo (Flavonoides) se encuentran las antocianinas, que se
diferencian de otros polifenoles por poseer azucares dentro de sus grupos
funcionales y, en su mayoria, presentar varios grupos —OH. Las diferencias
individuales entre las antocianinas dependen del numero de grupos hidroxilo, la

naturaleza y numero de azucares que estan unidos a la molécula, a la posicién de




esa unién y la naturaleza y numero de acidos aromaticos unidos al azucar en la

molécula. (Cuevas Montilla et al., 2008)

La mayoria de los estudios en los que se analiza la concentracion de antocianinas
también realizan la cuantificacion de fenoles totales y de manera general se reportan
los resultados como equivalentes de acido galico o tanico por cada gramo de grano
entero (Tabla 2).

Concentracion

Tipo de Maiz
(mg acido galico/ Referencia
(color)
g. grano b. s.)
Negro 4.57- 5.65
Morado 5.39 -34.00
(Lopez-Martinez et al. 2009)
Rojo 2.83-6.17
Azul 3.43
Azul Mexicano 1.31
(Del Pozo-Insfran et al. 2006)
Azul Americano 0.45
Parpura ceroso 6.90 (Harakotr et al. 2014)
Coloridos 3.53 (Ku et al. 2014)
Blanco 1.70 - 2.60
Amarillo 2.85-5.51
Rojo 243 -4.65
Azul 2.66 —3.43
(Singh et al., 2011)
Alto en Caroteno 3.20
Negro 4.57
Morado 4.65
Naranja 2.15

Tabla 2. Contenido de Acido galico en diferentes muestras de granos de maices coloridos.




Los flavonoides son un grupo extenso de compuestos derivados del benzo-y-pirano.
Poseen varios grupos hidroxilos enlazados a estructuras anulares, designadas

como A, By C (Figura 7).

O

Dependiendo del grado de oxidacion y de sustitucion del anillo pirano central pueden
subdividirse en flavonas, flavonoles, flavononas, isoflavonas, flavanos vy
antocianinas. El anillo pirano puede ser abierto (chalconas) y reciclado en un anillo
furano (auronas).

Esta comprobado que los flavonoides son importantes para el desarrollo y buen
funcionamiento de las plantas al protegerlas contra agentes agresores externos,
como la radiacion UV, microorganismos, animales herbivoros y del ambiente.
Pueden actuar como sefnalizadores quimicos, indicando a los insectos que planta
es apropiada para su alimentacion, oviposicion o simplemente guiandolos y
facilitando asi la polinizacion.

En su relacion con el hombre, se utilizan para tratar enfermedades relacionadas con
procesos inflamatorios y desordenes cardiovasculares debido a la actividad que
ejercen sobre el sistema circulatorio mejorando la circulacion periférica, la
movilizacion del colesterol y disminuyendo la fragilidad capilar. Algunos flavonoides
pueden presentar actividad hepatica protectora, antialérgica, antitrombdtica,
anticancerigena, antibacteriana, antifungica, e incluso pueden ejercer efectos
inhibidores sobre algunas enzimas.

Otra de las propiedades de los flavonoides es su capacidad para contribuir a las

propiedades de los alimentos, como el sabor o la dulzura. Utilizados en la industria




de los cosméticos por su actividad desodorante y reductora de la hiperpigmentacion
causada por la vejez.

La extraccion de los diferentes flavonoides se realiza a partir del material fresco o
incluso seco, siempre y cuando no se altere su composicion. Se utilizan inicialmente
disolventes no polares o ligeramente polares para separar las clorofilas gomas vy
agliconas de flavonoides altamente metoxiladas. Los flavonoides, que poseen un
gran numero de grupos hidroxilos insustituidos o azucares, son considerados
polares, por lo que son ligeramente solubles en disolventes polares, como el
metanol, etanol, acetona, dimetilsulféxido (DMSO) o agua (Cartaya Y Reynaldo,
2001).

(Ku et al. 2014) en su estudio con maices coloridos de la Universidad Nacional de
Kyumgpook Korea reporta un promedio de 2.70mg equivalente de naringina/g grano
b. s.

Las antocianinas, son el grupo mas importante de pigmentos solubles al agua
visibles para el ojo humano; forman parte de la familia de los polifenoles y se definen
como flavonoides fendlicos. (Cuevas Montilla et al., 2008).

Son responsables de los colores rojo, purpura y azul de muchas frutas, verduras y
granos de cereales incluidos el Maiz. Simples o acilados, las antocianinas se
encuentran principalmente en la capa de aleurona o pericarpio del endospermo del

maiz, que afecta en gran medida el color del grano.

Su féormula basica esta conformada por dos anillos aromaticos unidos por una
estructura de tres carbonos (Figura 8). Se trata de flavonoides, es decir, sustancias
derivadas del nucleo flavano, con un anillo-A benzoil y un anillo-B hidroxicinamoil
(Durst y Wrolstad, 2001).




| Aglicona Substitucion % max (11IN1)

R1 R2 espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH3 H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCH3 OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCH3 OCH3 510 (azul-rojo)

Figura 8. Estructura y sustituyentes de las antocianinas (Durst y Wrolstad, 2001).

La diferencia de color depende de la naturaleza y concentracion de antocianinas.
Existen factores adicionales que afectan el color como el pH de la célula, el efecto
de copigmentacién determinado por la presencia de otros flavonoides, temperatura,
luz, etc. (Cuevas Montilla et al., 2008).

Estas son mas estables en un medio acido que en un medio neutro o alcalino. En
medio acido (pH 1) la forma predominante es la del ién flavilio, el cual da el color
rojo; en un pH entre 2 y 4 la bese quinoidal predomina dando coloracién azul. En un
pH entre 5 y 6 predomina la pseudobase carbinol y el pH superior a 7 predomina la
chalcona dando una coloracion amarilla. (Figura 9).




Las antocianinas tienen su maxima expresion de color a valores de pH acidos y su

forma incolora se produce a pH neutros o alcalinos (Gonzalez Cruz 2013).

Cation flavilio. rojo Pseudobase carbinol. incolora

H+|| OH H+'|| “OH

Base quinoidal. azul Chalcona, amarilla

Figura 9. Estructura de las antocianinas en funcion del pH (Cuevas Montilla et al., 2008).

Al igual que otras sustancias polifendlicas, se encuentran en la naturaleza en forma
de glicésidos, siendo conocidas sus agliconas como antocianidinas (figura 10), a las
cuales se les une un azucar por medio de un enlace R-glicosidico. La estructura de
la antocianina es el 2- fenilbenzopirilio de la sal de flavilio. Las mas comunes formas
de antocianidinas son: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, malvidina y

petunidina.




Antocianina Antocianidina

Figura 10. Estructura de la Antocianina y Antocianidina

Las clases comunes de glucésidos son: 3-mondsido, 3-bidsido y 3-tridésido, asi como
también 3,5-diglicosido y mas raramente el 3,7-diglicésido con glucosa, galactosa,
arabinosa (es uno de los mas frecuentes) y xilosa. Las antocianinas poseen uniones
de azucar en el anillo-B 3" y 5°-hidroxilos. Los dos tipos mas importantes de
glucdsidos son: el 3-mondsidos y el 3-4-diglicosido. Como regla el 3-hidroxil siempre
tiene un azucar, exceptuando 3-desoxipelargonidina, 3-desoxicianidina y 3-

desoxidelfina.

Ademas de la glucosilacion, la introduccién de moléculas aciladas es un efecto que
ocurre ampliamente. Los grupos comunes de acilo son los acidos aromaticos de los
cuales los mas comunmente encontrados son acidos hidroxicinamicos: p-
coumarico, cafeico y ferulico, y mas raramente el hidroxibenzoico. El color particular
de cada antocianina depende del numero y orientacion de los grupos hidroxilos y
metoxilos. Un incremento en la hidroxilacion produce un color azul, mientras un
incremento en la metoxilacién produce un color rojo. Todas las antocianinas son
derivadas del cation flavilo basico. Se conocen mas de 100, las diferencias entre
ellas se debe al numero de grupos hidréxilos, el grado de metoxilacion de éstos
grupos, asi como la naturaleza y el numero de los acidos aromaticos y alifaticos
presentes en la molécula. De todas las antocianinas existentes, solo seis son de
interés en los alimentos: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina

y malvidina (Figura 11).
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Figura 11. Antocianinas de interés en alimentos

Es comun que una misma antocianidina interaccione con mas de una clase de
carbohidrato para formar diferentes antocianinas; la pelargodina es la que produce
el color rojo escarlata de algunas flores y de las fresas; la delfinidina se encuentra
en las berenjenas y la cianidina en col roja, higos, cerezas, ciruelas, y otros frutos
(Cuevas Montilla et al., 2008).

En maiz morado, la cianidina-3-glucésido, cianidina-3- (6”-malonilglucosido), y
cianidina-3- (3”,6”-dimalonilglucosido) se han determinado como las principales
antocianinas, siendo cianidina el principal aglicon (73-87%). Pequefias cantidades
de derivados pelargonidina y peonidina han sido también reportados en la planta.
(Cuevas Montilla et al., 2011)

En el maiz azul, cianidina y malvidina son las mayoritarias, mientras que en maiz
rojo predomina una mezcla de pelargonidina, cianidina y malvidina (Adom vy Liu,
2002).

Maices rojos, azules y morados son ricos en antocianinas; que ademas del color
que imparten, hay un interés intensificado en éstas debido a sus efectos
beneficiosos para la salud. Exhiben importantes propiedades antioxidantes y

propiedades bioactivas. Aunque estas se consideran como no nutritivas, las
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antocianinas de maiz morado se han asociado con beneficios a la salud por su alto
poder antioxidante y actividad antirradicales, entre muchos otros mecanismos,
como antimutagenesis. Reducen la presion arterial sistolica de ratas hipertensas,

previenen la obesidad y la diabetes en ratones (Cuevas Montilla et al., 2011).

Existen multiples estudios donde se reporta tanto el contenido total de antocianinas
como el perfil de las mismas en muestras de maiz colorido. Dichos estudios se
refieren tanto a muestras de maices mexicanos como de variedades desarrolladas

en otros paises (Tabla 3).

Concentracion

Tipo de Maiz
(mg C3G/ Referencia
(color)
g.grano b. s.)
Negros 0.76 —1.20
Morados 0.93-8.50
(Lopez-Martinez et al. 2009)
Rojos 0.62 — 8.52
Azules 0.99
Blanco 0.013-0.015
Amarillo 0.005-0.702
Rojo 0.097 - 0.852
Azul 0.368 - .995
(Singh et al.,g 2011)
Alto en caroteno 0.046
Negro 0.762
Morado 0.932
Naranja 0.306
Azul Mexicano 0.30
(Del Pozo-Insfran et al. 2006)
Azul Americano 0.30
Purpura ceroso 0.75 (Harakotr et al. 2014)
Azul de Chiapas 0.21-0.90 (Salinas Moreno et al. 2012)
Maices coloridos 0.30 (Ku et al. 2014)

Tabla 3. Contenido de Cianidia-3-glucésido (C3G) en diferentes muestras de granos de maices coloridos.




De acuerdo con (Fernandez Aulis 2014), la cromatografia por capa fina (CCF) nos
presenta dos datos importantes para conocer de manera rapida el perfil de
antocianinas en las muestras. La coloracion (determinada por la antocianidina o
nucleo base de la antocianina), la cianidina, malvidina y peonidina presentan una
coloraciéon rosa y morada, la pelargonidina roja y la delfinidina azul. Por otro lado, el
RF o factor de retencién indica si las antocianinas presentan acilacién (0 a 0.5) o no
(0.5a1).

Referente a la cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR o HPLC por sus
siglas en inglés) la acilacion de las antocianinas aumenta su interaccion con la fase
estacionaria, lo que da como resultado que las antocianinas aciladas presenten los
tiempos de retencion mas altos. La cianidina-3-(6"malonil)glucésido (C36G) es la
primera antocianina acilada en eluir mientras que las antocianinas aciladas con
acidos hidroxicinamicos presentan un tiempo de retencion mayor.

Con base en estos resultados se establecid la zona en la que se detectan las

antocianinas aciladas partiendo del tiempo de retencién de la C36G (14 min).

De esta forma, se identifican las principales antocianinas del grano de maiz morado
de Ixtenco (Tlaxcala, México) (Figura 12): pico 1 cianidina-3-glucésido (C3G), el pico
2 pelargonidina-3-O-glucésido (Pg3G), pico 3 peonidina-3-O-glucésido (Pn3G), pico
4 cianidina-3-O-(6"-malonil)glucésido (C36G), el pico 5 como peonidina-3-O-(6"-
malonil)glucdsido (Pn36G) y el pico 6 como pelargonidina-3-0O-(6"-malonil)glucésido
(Pg36G) (Fernandez Aulis 2014).




Otros estudios acerca del perfil de antocianinas mediante el uso de la cromatografia

de alta resolucién reportan resultados similares (Tabla 4).

Tipo de Maiz Perfil de
Referencia
(color) antocianinas
Morado C3G, P3G, Pn3G,
(Yang Y Zhai 2010)
C36G, Pn36G
Azul C3G, C36G (Cuevas Montilla et al., 2008)

Tabla 4. Perfil de antocianinas en maices coloridos

5.6. Acidos Hidroxicindmicos
Los acidos hidroxicinamicos (ferulico, p-cumarico y sinaptico) (Figura 13A) son

componentes menores de la pared celular vegetal.

En las gramineas, los mondmeros de ferulato estan unidos a los polimeros de
hemicelulosa de la pared celular mediante enlaces tipo éster, a través de su grupo
acido carboxilico con el grupo hidroxilo del carbono 5 de las a-arabinosas en las

cadenas de hemicelulosa (Figura 13B) (Barros-Rios et al., 2011).




Figura 13. (A) Estructuras de los dcidos hidroxicindmicos en su configuracion trans: 1. dcido fertlico, 2. dcido p-cumdrico
y 3. Acido sindptico. (B) Enlace entre dos cadenas arabinoxilanos de la pared celular mediados por el dcido difertilico 5-

5- y combinacion de enlaces posibles entre diferulatos (Barros-Rios et al., 2011).

5.6.1. Acido Ferdlico
Acido Ferulico es el nombre comun del &cido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-

propenoico. Aislado de plantas generalmente existe como el isbmero trans; es
soluble en etanol, acetato de etilo y agua caliente; moderadamente soluble en éter
y ligeramente soluble en benceno y éter de petréleo.

Es un fuerte acido dibasico; la disociacion del primer protdon produce el anion

carboxilato, la del segundo protén genera el anién fenolato. El isbmero trans




absorbe fuertemente en el UV a una longitud de onda de 248 nm y 307 nm en

solucién acuosa pH=6; también exhibe una fuerte fluorescencia.

Generalmente se encuentra como ésteres, covalentemente conjugado con mono y
disacaridos, polisacaridos de la pared celular, glicoproteinas, lignina, betacianinas

y otros carbohidratos y biopolimeros insolubles de la pared celular.

Es uno de los principales compuestos polifendlicos en el maiz y puede extraerse de
diferentes maneras, las mas conocidas son mediante el uso de resinas de absorcidn
o por medio de hidrdlisis alcalina, utilizando mas comunmente NaOH a
concentraciones de 0.5 a 2.0 N y tiempos de hidrdlisis de 6 a 1 o 2 horas
respectivamente, sin embargo se debe ser muy cuidadoso con el tratamiento, ya
que condiciones muy suaves pueden no separar del todo el acido ferulico de los
componentes de la pared celular, pero condiciones muy severas pueden oxidarlo.
Por tal motivo, se puede encontrar en el nejayote, residuo de la nixtamalizacion del
maiz, en importantes cantidades (Gonzalez Vazquez 2009).

Algunos estudios en maices coloridos, efectian mediciones del contenido de acido

ferdlico en los granos de estos (Tabla 5).

Concentracion

Tipo de Maiz .
(mg Acido Ferulico/ Referencia
(color)
g.grano b. s.)
Blanco 1.20-1.48
Amarillo 1.02-1.40
Rojo 1.30-1.53
Azul 1.30-1.52
(Singh et al.,g 2011)
Alto en caroteno 1.53
Negro 1.51
Morado 1.54
Naranja 1.64
Maices coloridos 1.50 (Lopez-Martinez et al. 2009)

Tabla 5. Contenido Acido ferdlico en diferentes muestras de granos de maices coloridos.




Hemicelulosa

La hemicelulosa es el segundo material mas abundante en las plantas después de
la celulosa. Son polimeros ramificados de bajo peso molecular con un grado de
polimerizaciéon de 80-200. Su formula general es (C5H804)n, y se llaman
pentosanos y hexosanos, respectivamente. Las hemicelulosas estan constituidas
de un numero de residuos de azucar. Los principales son la D-xilosa, L-arabinosa,
D-glucosa, D-galactosa, D-manosa, acido D-glucurénico, 4-O-metil-D-glucurénico,
acido D-galacturénico, y, en menor medida, L-ramnosa, L-fucosa, y azucares
neutros O-metilados. La hemicelulosa mas abundante en plantas anuales es el

arabinoxilano. Contiene una columna vertebral de D-xilopiranosil. (Peng et al. 2009)

A diferencia de la celulosa, los polisacaridos de hemicelulosa son sintetizados en el
aparato de Golgi y secretados en vesiculas a la pared. La composicion de la
hemicelulosa en el maiz contiene glucuronoarabinoxilanos (GAX) como principal
polisacarido hemiceluldsico. Los B-glucanos con enlaces mixtos son también
polisacaridos hemiceluldésicos y son los mas abundantes en la pared celular del
maiz.

La estructura base de los GAX (Figura 14) es una cadena lineal de residuos de
xilosa con enlaces B(1g4) y sustituciones de a-L-arabinosa y a-D-acido glucurénico.
Los residuos de a-L-arabinosa estan unidos al residuo de xilosa en la posicion O-3,
y los de a-D-acido glucurénico en la posicién O-2. La unidad de arabinosa puede
ser sustituida con acido ferulico. La biosintesis de GAX y las enzimas responsables
de la inclusion de residuos de arabinosa en las cadenas de xilanos en maiz esta

siendo actualmente estudiada (Barros-Rios et al., 2011).




Figura 14. Estructura general de los AX (Barros-Rios et al., 2011).

Los Arabinoxilanos (AXs) son un grupo importante de hemicelulosas que se
encuentran en las células del endospermo y paredes de los cereales.

Desde la década de 1980, los AXs son de interés para los quimicos de cereales, ya
que se ha determinado que tienen una influencia significativa en la calidad de la
masa de pan. Ademas, como resultado de su excelentes propiedades de retencion
de agua de alta viscosidad y, han sido utilizados como agentes espesantes y
estabilizantes en alimentos.

El salvado de cereal es una fuente rentable de AXs, ya que es un subproducto del

procesamiento de los mismos (Zhang et al., 2014).




HIPOTESIS
Si se realiza un proceso de hibridacion y mejoramiento en maices coloridos, con el

fin de obtener un producto de interés comercial, dicho proceso no deberia afectar el

contenido de compuestos bioactivos en los maices coloridos.

OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar y caracterizar moléculas de interés biolégico y comercial (Antocianinas,
Fenoles, Carotenos, acidos hidroxicinamicos y xilanos) en una serie de 14 muestras
de maices azules tanto hibridos como criollos ademas de 8 muestras de maices
criollos como referencia, incrementar el acervo de conocimiento respecto a los

maices coloridos nativos de México.

Objetivos particulares
e Cuantificar por medio de métodos espectofotométricos las moléculas citadas

en los objetivos generales para comparar el su contenido en las distintas
muestras.

e Determinar el perfil de antocianinas por HPLC con el fin de establecer un
panorama de referencia para maices coloridos.

e Cuantificar acidos hidrixicinamicos por HPLC con el fin de establecer un
panorama de referencia para maices coloridos.

¢ Identificar de las muestras analizadas, cuales podrian ser fuente importante

de las moléculas.




ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Determinacion
de compuestos

bioactivos
(espectofoto-
métrico)

Preparacion de
muestra

Cuantificaciéon y
caracterizacion por HPLC




Materiales y equipo

Molino KRUPS GX4100
Sonicador Branson 3510

Rotovapor R215 con bano de calentamiento, controlador y bomba de vacio
Bachi

Cromatoégrafo de liquidos de alta resolucién Waters con autoinyector (2707),
bomba (1525) y detector UV (2478). Software Empower 2.

Balanza analitica OHAUS AP1105

Espectofotémetro GBC-CINTRAL

Centrifuga Ependorf (5000 rpm)

Cadig
Nombre Tipo Color Imagen Procedencia
o
Criollo CEVAMEX
Ahuatepec Ahu Azul %
mejorado ¢ INIFAP
Criollo CEVAMEX
Atenco Ate Azul 2x!
mejorado L8 INIFAP
Criollo CEVAMEX
Citlali Cit _ Azul 2!
mejorado ¢ INIFAP




Criollo

CEVAMEX

Gl INIFAP

CEVAMEX

| INIFAP

CEVAMEX

{ INIFAP

Cocotitlan Coc _ Azul
mejorado
Criollo

Malitzi Mal _ Azul
mejorado
Criollo

Puebla Pue Azul
mejorado
Criollo

Sierra Negra SN _ Azul
mejorado

H. Azul 10 10 Hibrido  Azul

CEVAMEX

{ INIFAP

CEVAMEX

{ INIFAP




CEVAMEX

¢ INIFAP

CEVAMEX

¢ INIFAP

CEVAMEX

% INIFAP

H. Azul 12 12 Hibrido  Azul
H. Azul 14 14 Hibrido  Azul
H. Azul 1107 1107  Hibrido  Azul
H. Azul 1112 1112  Hibrido  Azul
H. Azul 1114 1114  Hibrido  Azul

CEVAMEX

¢ INIFAP

CEVAMEX

¢ INIFAP




CEVAMEX

H. Azul 1124 1124 Hibrido Azul )
| INIFAP
%5 Chiapas,
Chiapas Chi Criollo Azul
México
Morad Oaxaca,
Oaxaca Oax Criollo o
o) México
Morad CEVAMEX
Peruano Per Criollo*
o) INIFAP
Morad Tehuacan,
Tehuacan Teh Criollo
o) Puebla
Elotes Morad CEVAMEX
Occ Criollo
Occidentales o) INIFAP
San Gabiriel
San Morad
SG1 Criollo Xilac,
Gabriel 1 o

Puebla




San Gabiriel

San Morad
SG2 Criollo Xilac,
Gabriel 2 o
Puebla
Morad Ixtenco,
Ixtenco Ix Criollo
0 Tlaxcala

Tabla 6. Datos de muestras de maices coloridos

Desarrollo experiemtal por etapas
La metodologia experimental consistié en 3 etapas: 1) Recepcion y preparacion de

las muestras; 2) Cuantificacion de compuestos bioactivos por métodos
espectrofotométricos; 3) Caracterizacion del perfil de antocianinas y cuantificacion

de acidos hidroxicinamicos por HPLC y cuantificacion de Xilanos.

Etapa 1. Preparacion de las muestras
Las 22 muestras de maices coloridos con las que se trabajé (Tabla 6), consistian

en el material completo (Mazorca entera; olote, grano, totomoxtle) del cual solo se

trabajo con el pericarpio del grano.

Para obtener el pericarpio seco, dichas muestras se secaron en estufa a una
temperatura de 45-50°C durante 24 horas. Posteriormente, se procedié a desgranar
las mazorcas de maiz para obtener los granos, los cuales se molieron durante 2 min
en un molino KRUPS®. La molienda obtenida se tamizé con una malla 60
separando el almidon del pericarpio (Pericarpiol). Se registra la proporcion de
pericarpio obtenida del grano entero para poder reportar los resultados tomando

como referencia el grano entero.




Etapa 2. Cuantificacion de compuestos bioactivos por métodos espectrofotométricos

a) Cuantificacion de carotenos totales

Se pesaron por triplicado 2.0g de pericarpiol y se adicion6 10mL de
hexano/acetona/etanol (50:25:25 v/v).

Se sonico6 por 30min a 25°C.

Se filtré con vacio utilizando papel filtro. Se conservo filtrado (pericarpio2)

El sobrenadante se concentré en rotovapor evaporando el disolvente.

El concentrado obtenido se llevd a un aforo de 25mL con hexano (ExtractoC).

A partir de ExtractoC se cuantifico la concentracién de carotenos totales por el método

descrito en (Rodriguez-amaya 2001).

b) Cuantificaciéon de Fenoles, Flavonoides y Antocianinas totales.

Se seco pericarpio2 durante 24 horas en estufa a 50°C. (pericarpio3)

Se peso por triplicado 1g de pericarpio3 de cada una de las muestras y se adicioné
10mL de Metanol/agua/acido acético (0.5%) (80:19:1 v/v).

Se sonicé durante 30min a 25°C.

Se filtré con vacio utilizando papel filtro. Se conserva filtrado (pericarpio4).

El sobrenadante (ExtractoP) se utiliz para efectuar las mediciones de antocianinas por
el método de pH diferencial descrito en (Lee, Durst, and Wrolstad 2005), fenoles totales
por el método de Folin-Ciocalteau descrito en (Gasca Galvez 2013) y (Garcia Romo,

2010) y flavonoides totales por el método descrito en (Moo-Huchin et al. 2014).

Etapa 3. Determinar el perfil de antocianinas y cuantificacién de acidos
hidroxicinamicos por HPLC y cuantificacidon de Xilanos

a) Determinacion de perfil de antocianinas

Se realizaron lavados (extracciones liquido:liquido con embudo de separacién) a
ExtractoP con hexano (dos lavados en proporcién 3:1 de hexano:Extracto) y Acetato
de etilo (tres lavados en proporcion 3:1 de Acetato de etilo:Extracto).

El ExtractoP después de ser lavado se adsorbié en amberlita XAD-7HP y se

desadsorbieron con metanol acidificado al 0.1% HCI.




El ExtractoP se llevd a sequedad utilizando un rotovapor a 30°C. (ExtractoA).

El ExtractoA se caracterizé en HPLC mediante la metodologia descrita en (Fernandez
Aulis, 2012 y Ramirez Salinas, 2010);

De manera conjunta se realizé una cromatografia de capa fina utilizando placa de silica

gel y como eluyente Butanol/ac. Acético/agua (3:2:1).

b) Cuantificacién de acidos hidroxicinamicos

Se pesaron 2g de pericarpio4 y se hidroliz6 con 40mL de Hidréxido de sodio 2N
sonicando durante 45min a 25°C.

Se llevé a pH 3 con HCI (36%)

Se realizd la extraccion liquido-liquido con 40mL acetato de etilo separando la fase
acuosa (ExtractoX) de la organica (ExtractoH)

El extractoH se concentré en rotovapor a 30°C y posteriormente se llevé a un volumen
de 1.5mL con acetato de etilo. (ExtractoH)

El ExtractoH fue utilizado para la cuantificacion en HPLC de los acidos
hidroxicinamicos;

De manera conjunta se realizé una cromatografia de capa fina utilizando placa de silica

gel y como eluyente Diclorometano:hexano (1:9).

¢) Cuantificacion de Xilano

Al ExtractoX se le adicion6é 40mL de acetona y se refrigeré durante 24 horas para
precipitar los xilanos.

Se filtré con vacio en malla de poliestireno y el residuo filtrado (Xilanol) se secé en
estufa a 50°C durante 24 horas.

Se pesaron 0.30g de Xilanol y se hidrolizé con 10mL de H2SO4 (6%) en reflujo durante
2 horas (Xilano2).

Al producto hidrolizado (xilano2) se le determin6 el contenido de xilosa mediante la
prueba de DNS.




A continuacion, se describen las metodologias empleadas para la determinacion de

los compuestos bioactivos de las muestras estudiadas.

Se tomo el ExtractoC y se leyd en el espectofotometro a una longitud de onda de
450nm.

La concentracion de carotenos se calculd con la siguiente férmula y se expresa
como pg de B-caroteno:

Abs,go * y(mL) = 106
E *100

X(pg) =

Donde:

X: concentraciéon de B-Caroteno (ug)

y: volumen de aforo

E: coeficiente de extincion (2592)

Considerando el peso de la muestra, finalmente la concentraciéon de caroteno se
expresa en ug/g. grano.

(Rodriguez-Amaya 2001)

La cuantificacion de antocianinas se efectud por la metodologia de pH diferencial
(Lee et al., 2005); se hace uso de dos buffers: pH1 (cloruro de potasio 0.025M) vy
pH4.5 (acetato de sodio 0.4M) asi como de dos lecturas distintas en el

espectofotdmetro, 510 y 700nm.

Las determinaciones se hicieron a partir de una diluciéon (1/10) del ExtractoP
obtenido, puesto que una determinacion directa se encontraba por encima del
maximo de cuantificacion. Del extracto diluido se tomaron 200uL y se mezclaron
con 1800puL tanto del buffer de cloruros como de acetatos.

A ambos buffers se les midié la absorbancia a 510 y 700nm para finalmente obtener

cuatro lecturas.




El contenido de antocianinas totales se expresa en mgCianidina-3-glucosido/L

mediante la siguiente ecuacion.
T_AA*PM*FD*lOOO
B exL

Donde:

AA = (absg;o — abs;o0)pH1 — (absg,y — abs;o)pH4.5

PM: 449.2 g/mol cianidina-3-glucosido

FD: 10

L:1

€: 26900

Considerando el volumen de disolvente en la extraccion, el peso de la muestra y si
se realiz6 alguna dilucién, la concentracion final se reporta en mgCianidia-3-

glucosido/g grano.

Para la determinacion de Fenoles totales, se utilizd la técnica de Folin-Ciocalteu
(Gasca Galvez, 2013), en la cual se toman 100uL del ExtractoP diluido (1:5) y se
mezcld con 2ml de Na2COs al 2%. Después de 2min se agregaron 100uL de una
solucién del reactivo de Folin-Ciocalteu diluida con agua (1:1). Después de 30 min,

se midié la absorbancia de la muestra a 750nm.

La concentracion de fenoles totales se calculé usando una curva patréon de acido
tanico (Gréafico 4 en Anexo). Los resultados se expresan como mgAcido Tanico/g

grano.

La determinacion de flavonoides se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por
(Moo-Huchin et al. 2014) en la cual se tom6 1ml del ExtractoP diluido (1/10) y se
adiciono6 1.4ml de agua destilada. Posteriormente se adicionaron 300uL de NaNO:2
5% y después de 5min, 300uL de AICI3 10% y 2mL de NaOH 1M. Finalmente se




llevé a un volumen final de 10mL con agua destilada. Se midié la absorbacia en

espectofotdmetro a 415nm.

La concentraciéon de flavonoides se calculé usando una curva patron de catequina

(Grafico 5 en Anexo). Los resultados se expresan como mg Catequina/g grano

Cuantificacion de Xilanos (DNS)
Para la determinacion del contenido de Xilosa en los xilanos, se tomd una alicuota

de 1mL de Xilano2 y se adiciond 1mL del reactivo de DNS, se calenté la mezcla
durante 5min en bafio de agua hirviendo. Se dej6 enfriar y se adicionaron 10mL de
agua destilada y se ley6 la absorbacia de la muestra a 540nm frente a un blanco de

reactivos en el espectofotémetro.

La concentracion de Xilosa se calculé usando una curva patron (Grafico 6 en

Anexo). Los resultados se expresan como mg Xilosa/g grano.




Determinacion de perfil de Antocianinas
Para la caracterizaciéon del perfil de antocianinas se tomé el ExtractoA. El sistema

que se utilizé es el descrito por (Fernandez Aulis, 2014) que se muestra en la Tabla
7.

Sistema
Columna ODS Hypersil Gold (250x4.5mm, 5um)
Detector UV 520mn
Fase movil A:  H20/Acetonitrilo/Acido  férmico
(83:3:10)
B: Acetonitrilo
Volumen de inyeccion 20uL
Gradiente Tiempo A B
(min)
0-45 97 3
45-46 75 25
46-47 70 30
47-56 97 3

Tabla 7. Condiciones del sistema de cromatografia de liquidos de alta resolucidn para antocianinas.




Cuantificacién de Acidos Hidroxicindmicos
Para la cuantificacion de los acidos hidroxicinamicos, se tomo el ExtractoH y se le

realizé una dilucion (1:2). El sistema utilizado se describe en la Tabla 8.

Sistema

Columna Symmetry C18 (3.9x150mm, 5um)

Detector UV 280nm

Fase movil A: Acido acético 1%
B: Metanol

Volumen de inyeccion 10uL

Gradiente Tiempo A B
(min)
0-10 80 20
10-12.5 75 25
12.5-15 70 30
15-20 85 15
20-23 90 10

Tabla 8. Condiciones del sistema de cromatografia de liquidos de alta resolucién para acidos hidroxicinamicos.

Previamente, se realiz6 una cromatografia de capa fina donde se compararon las
muestras con estandares de acidos hidroxicinamicos (ferulico, cumarico, caféico,
cinamico) con el objetivo de determinar cuales de estos estaban presentes; a su vez

se realizo la inyeccion de los estandares en el HPLC.

La concentracion de los acidos presentes se calculé mediante una curva patrén

(Grafico 7 y 8 en Anexo) y el resultado se expresé como mg acido/g grano.

Andlisis estadistico
A todas las determinaciones por triplicado se le calcul6 la media de las réplicas, asi

como su desviacion estandar.
Para el analisis de datos, se realizd el analisis de varianza con un nivel de

significancia de 0.05 (ANOVA) de cada determinacion y posteriormente se aplicoé un




analisis de Diferencia Honestamente Significativa (DHS) de Turkey-Kramer para
determinar si los resultados entre las diferentes muestras presentaban diferencias

significativas.




RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa 1. Preparacion de las muestras
En la Tabla 9 se muestran las 22 muestras analizadas en tres grupos distintos

(Maices criollos azules mejorados, Maices hibridos azules, Maices criollos

coloridos)

Grupos de Maices

Criollos azules
Hibridos azules Criollos coloridos
mejorados
Ahuatepec H. Azul 10 Chiapas
Atenco H. Azul 12 Oaxaca
Citlali H. Azul 14 Peruano
Cocaotitlan H. Azul 1107 Tehuacan
Malitzi H. Azul 1112 Elotes occidentales
Puebla H. Azul 1114 San Gabiriel 1
Sierra Negra H. Azul 1124 San Gabriel 2
Ixtenco

Tabla 9. Muestras de maices por grupo

De las 22 muestras se tomaron los granos previamente secos, los cuales se
molieron y tamizaron para obtener una fraccién en la que su mayoria consiste en
pericarpio y aleurona. No se trabaj6é con el grano molido entero debido a que el
almidén del grano presentaba interferencias al momento de realizar las
determinaciones espectofotométricas; sin embargo, para fines comparativos con
otros estudios los resultados reportados quedan referidos al grano entero al

considerar la proporcion de la muestra con la que se trabajo.

Etapa 2. Cuantificacion de compuestos bioactivos por métodos espectofotométricos

Durante esta segunda etapa del desarrollo experimental se realizaron las

mediciones de los compuestos bioactivos.




Cuantificacion de Carotenos.
En el caso de carotenos (Tabla 10), el contenido en los maices analizados

presentan una amplia variacion; se tienen valores de entre 0.22+0.01 y 4.50+0.74
Mg/g para el caso de las muestras de maices hibridos y mejorados, mientras que en
los criollos los resultados varian entre 0.22+0.01 y 0.82+0.04 ug/g. Los maices que

presentaron la mayor concentracion son: Cocotitlan, Puebla y Ahuatepec.

En contraste, analizando las Tablas 10 y 13 de manera conjunta, es de destacar

una tendencia de disminucién en el contenido de carotenos a medida que el grano

presenta una mayor concentracion de antocianinas.

Criollos mejorados Hibridos Criollos Coloridos
ug B- Mg B- Hg B-
Muestra caroteno/g Muestra caroteno/g Muestra caroteno/g
grano grano grano
Ahu 3.44+0.24 10 2.51£0.54  Chi 0.36+0.04
Ate 2.38+0.59 12 1.46+£0.52 Oax 0.82+0.04
Cit 1.78+0.47 14 1.08+0.08  Per 0.56+0.13
Coc 4.50+£0.74 1107 3.1320.73 Teh 0.69+0.07
Mal 1.12+0.73 1112 1.99+0.11 Occ 0.27+0.01
Pue 4.06£0.50 1114 2.14+046 SG1 0.68+0.17
SN 3.05+0.74 1124 2.3110.52 SG2 0.22+0.01
Ix 0.77+0.11

Tabla 10. Contenido de carotenos totales en muestras de maices coloridos.

De acuerdo con lo reportado en otros estudios, donde para maices coloridos en
general el promedio es de 1.35 ug/g (Ku et al., 2014) las muestras moradas estan
por debajo de esta cifra; sin embargo en el caso de los azules se reportan

concentraciones de 0.22 pg/g (Singh et al., 2011).

En este caso en particular, el mejoramiento e hibridaciéon de los maices presenta

una clara mejora en el contenido de carotenos.

Aunque los coarotenos son de interés debido a que forman parte de los precursores
de la vitamina A y a su vez esta es de importancia en el tratamiento de

enfermedades degenerativas de la vista, el contenido presente en las muestras no




representa una fuente apreciable para la obtencién de los mismos (Rodriguez-
Amaya, 2001); sin embargo, la parte del proceso llevada a cabo para su extraccion

(desengrasado de la muestra) facilita las subsecuentes extracciones.

Fenoles, Flavonoides y Antocianinas totales
Se sabe que las antocianinas son un tipo de flavonoide y estos a su vez pertenecen

a un grupo mas grande de compuestos que son los fendlicos (Gonzalez Vazquez,
2009). Si bien las antocianinas encontradas no son los unicos flavonoides presentes
(Fernandez Aulis, 2012) y de igual manera no representan el total de fenoles, se
espera la siguiente tendencia en el contenido de dichos compuestos:
antocianinas<flavonoides<fenoles. De no ser asi, significaria un error en las

determinaciones.

De acuerdo con el grafico 1 se muestra la tendencia antes citada en cada una de
las muestras, donde los fenoles representan la mayor concentracién seguida por los
flavonoides y por ultimo las antocianinas. Lo anterior es un indicador de que no

existe tal error en el momento de haber llevado a cabo dichas determinaciones.

12

10

mg/g muestra

M Fenoles

M Flavonoides

Antocianinas

Criollos mejorados Hibridos Criollos Coloridos

Gréfica 1. Comparativo de los contenidos de los Compuestos Fendlicos




Continuando con el analisis del Grafico 1, destaca lo siguiente: entre las muestras
de maices azules (Criollos e Hibridos) no existe diferencia significativa dentro del
contenido, tanto de flavonoides como de antocianinas. Esta tendencia a ser
uniformes, puede deberse a que dichas muestras presentan caracteristicas fisicas
similares y son de una misma variedad, contrario a los maices morados donde las

muestras son menos homogéneas y existe diferencia significativa entra cada una.

Fenoles totales
Para el analisis de fenoles totales, la Tabla 11 muestra la concentracion de este

compuesto, donde podemos observar que los maices azules no presentan una
amplia variacién teniendo un intervalo de 2.43+0.13 a 5.91£0.51 mg/g destacando

al hibrido 12 con la maxima concentracion.

Por otro lado, en los morados el intervalo de concentraciones se amplia, teniendo

valores desde 1.20+0.19 a 11.08+0.58 mg/g. Son de destacar los contenidos de tres

de estos; Peruano, San Gabriel e Ixtenco.

Criollos mejorados Hibridos Criollos Coloridos
mg Ac. mg Ac. mg Ac.
Muestra Ténico/g Muestra Tanico/g Muestra Tanico/g
grano grano grano
Ahu 2.43+0.13 10 3.9940.42  Chi 1.20+0.19
Ate 2.88+0.35 12 5.91+0.51 Oax 3.8310.16
Cit 447+0.08 14 2.88+0.58 Per 11.08+0.58
Coc 3.44+0.58 1107 2.97+0.27 Teh 5.75+0.49
Mal 3.6410.13 1112 2.65+0.19 Occ 1.94+0.34
Pue 2.38+0.42 1114 3.8310.54 SG1 8.25+0.80
SN 3.48+0.15 1124 3.6610.16 SG2 1.66+0.35
Ix 6.25+0.46

Tabla 11. Contenido de fenoles totales en muestras de maices coloridos.

Existen numerosos estudios reportes del contenido de fenoles en maices coloridos
sin embargo los valores mas altos encontrados en la literatura provienen de maices

morados de la zona de Bolivia y Peru con un contenido de alrededor de 10mg/g




muestra (Zili¢ et al., 2012); lo cual concuerda con la muestra de maiz peruano
evaluada en este trabajo.

De manera general, el promedio de fenoles totales en maices coloridos se
encuentra dentro de 4mg/g, similar al de las muestras azules aqui presentadas, por
lo que el mejoramiento e hibridacion no afectd el contenido de este grupo de

compuestos.

En relacién con otros cereales como trigo, arroz y avena, el maiz contiene mas

fenoles totales y esto se ve reflejado en el poder antioxidante (Adom y Liu, 2002).

También se ha planteado la existencia de una relacién entre el contenido de fenoles
y el contenido de antocianinas (Gasca Galvez, 2013), sin embargo dentro de las

muestras analizadas no se encontré un patron definido.

Los resultados obtenidos (Tabla 12) muestran concentraciones entre 0.84+0.11 y

6.291£0.11mg/g muestra.

De la misma manera que en el contenido de fenoles, en flavonoides la mayor
concentracion se presentd en las muestras de Maiz Ixtenco, Tehuacan, Peruano y
San Gabriel; este ultimo es un caso particular ya que se conté con dos distintas
muestras de la misma region aunque de distinto agricultor y presentan una variacion

bastante amplia.

Otro punto a destacar, como se habia mencionado con anterioridad, es que el
contenido de flavonoides en las muestras azules no presenta diferencias

significativas entre ellos.




Criollos mejorados Hibridos Criollos Coloridos

mg mg mg
Muestra Quercitina/g Muestra Quercitina/g Muestra Quercitina/g
grano grano grano
Ahu 1.28+0.15 10 1.62+0.16  Chi 0.84+0.11
Ate 1.3610.19 12 1.48+0.05 Oax 2.01+0.30
Cit 1.27+0.13 14 1.49+0.04 Per 5.54+0.30
Coc 1.4810.16 1107 1.21£0.20 Teh 4.19+0.94
Mal 1.19+0.17 1112 1.31£0.15 Occ 0.85+0.35
Pue 1.20£0.22 1114 1.33£0.07 SG1 6.29+0.11
SN 1.03+0.15 1124 1.5410.04 SG2 0.50+0.11
Ix 5.69+0.35

Tabla 12. Contenido de flavonoides totales en muestras de maices coloridos.

En comparacion con lo reportado en la literatura, el promedio es de 2.70mg/g (Ku
et al., 2014), se tiene que las variedades azules se encuentran por debajo del

promedio, sin embargo la diferencia no es tan amplia.

Ademas, existe un fendmeno de copigmentacion entre los flavonoides y las
antocianias lo cual esta relacionado una mayor estabilidad de las antocianinas
(Fernandez Aulis, 2012). Dicho esto, se esperaria que el contenido de antocianinas

fuese mayor en las muestras que presentaron un mayor contenido de flavonoides.

Antocianinas totales
Después de tener como marco de referencia las determinaciones de fenoles y

flavonoides, la cuantificacién de antocianinas se centra en un grupo de compuestos

en particular.

Ahora bien, con anterioridad se habia mencionado a cuatro de las muestras
analizadas, las cuales presentaron la concentracion mas alta de fenoles y
flavonoides totales. De igual manera sucede con el contenido de antocianinas, como
se observa en la Tabla 13. Peruano, Tehuacan, San Gabriel 1 e Ixtenco son dichas

muestras.




Criollos mejorados Hibridos Criollos Coloridos

mg mg mg
Muestra Cianidina/g Muestra Cianidina/g Muestra Cianidinal/g
grano grano grano
Ahu 0.311£0.04 10 0.41£0.03  Chi 0.1310.02
Ate 0.22+0.02 12 0.25+0.02 Oax 0.61+0.04
Cit 0.22+0.02 14 0.28+0.02 Per 1.95+0.24
Coc 0.30+0.03 1107 0.25+0.01 The 1.54+0.28
Mal 0.1910.01 1112 0.30+0.04 Occ 0.09+0.03
Pue 0.19+0.03 1114 0.26+0.02 SG1 1.27+0.34
SN 0.1940.03 1124 0.4510.01 SG2 0.09+0.01
Ix 1.21+0.24

Tabla 13. Contenido de antocianinas totales en muestras de maices coloridos.

La concentracion maxima reportada en la literatura para maices coloridos
corresponde a valores de 1mg/g. Si bien solo cuatro de las muestras destacan por
estar sobre el valor maximo reportado, el resto de las muestras en lo que a los
maices azules respecta, se encuentra dentro del promedio reportado en otros

estudios.

Durante esta segunda etapa del proceso experimental se compararon los analisis
de este estudio contra lo descrito en la bibliografia consultada; Sin embargo se debe
considerar la existencia de factores que varian de un estudio a otro, como la
metodologia de extraccion de antocianinas, preparacion de la muestra y el

contenido de almidon (variedad del Maiz) (Gasca Galvez, 2013).

Por otro lado, se menciond anteriormente una posible relacion en el contenido de
fenoles y antocianinas. Dicha relacion no se presenté dentro de las muestras que

fueron objeto de estudio.

Una vez teniendo un panorama de la concentracion de antocianinas, se procedio al

analisis del perfil de estas (Etapa 3).




Etapa 3
Esta tercera etapa estuvo dedicada a determinar el perfil de antocianinas.

Perfil de antocianinas
El analisis del perfil de antocianinas constd6 de dos partes; primeramente, la

cromatografia de capa fina y posteriormente la cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC)

Cromatografia de capa fina. (CCF)

La figura 15 presenta las 8 muestras de maices morados, la cual se ha partido con
una linea punteada. Por debajo de esta linea se encuentran las antocianinas
aciladas y sobre de esta aquellas que no lo estan. Tomando esto en cuenta y lo
mencionado por (Fernandez Aulis, 2014) sobre el color de las antocianidinas, se

tiene que:
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Figura 15. CCF de maices morados: 1 Chiapas, 2 E. Occ, 3 Peruano, 4 Tehuacan, 5 Oaxaca, 6 San Gabriel 1, 7 San
Gabriel 2, 8 Ixtenco

Todas las muestras presentan antocianinas aciladas y probablemente las muestras

Chiapas y Peruano no contienen no aciladas. En cuanto a las antocianidinas todas




tienen derivados de Cianidina, Peonidina o Malvidina (rosa, morado) y solo las
muestras Chiapas, Peruano y Oaxaca podrian presentar derivados de Delfinidina
(azul). No se descarta la existencia de derivados de Pelargonidina (rojo) pues
debido a la coloracion puede confundirse con el color rosa.

En un analisis similar, la figura 16 presenta la CCF de los maices azules donde:

1 o] o] A [ (= 2 o n an 11 1" 1"

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 16. CCF de maices azules: 1 Ahuatepec, 2 Atenco, 3 Citlali, 4 Cocotitlan, 5 Malitzi, 6 Puebla, 7 Sierra Negra,
8 H10, 9 H12, 10 H14, 11 H1107, 12 H1112, 13 H1114, 14 H1124

Todas las muestras presentan una coloracion rosa y no es evidente cuantas
antocianinas se presentan. Por la coloracién como anterirmente se menciono solo
se descartan los derivados de la Delfinidina pues no se presenta coloracion azul
excepto en la muestra H. Azul 1112.

Debido a que la cromatodrafia de capa fina muestra un panorama general, para
poder presentar el perfil de antocianinas, se continué el estudio con la metodologia
por HPLC presentada a continuacion.

Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

Durante la cromatografia de capa fina se obtiene un panorama general del perfil de
antocianias. Con el andlisis de los cromatogramas obtenidos por HPLC se puede
comparar con la literatura, (Fernandez Aulis, 2014)(Cuevas Montilla et al., 2011)

haciendo uso del tiempo de retencion, dos puntos importantes. Primeramente, al




igual que se realizé en la CCF, se logra diferenciar entre las antocianinas aciladas
de las que no lo estan. Por otro lado, comparando cromatogramas se puede decir
de manera tentativa cuales antocianinas estan presentes y de estas cual se

encuentra en mayor proporcion.

Cabe sefialar que la comparacion de cromatogramas y tiempos de retencion se hizo
directamente con el reportado por (Fernandez Aulis, 2014) debido a que ambos

estudios fueron realizados bajo la misma metodologia y equipo.

De manera especifica se reporta el maiz morado de Ixtenco, muestra que se
encuentra en la Tabla 14 y los tiempos de retencion corresponden a las siguientes
antocianinas: pico 1 cianidina-3-glucésido (C3G), el pico 2 pelargonidina-3-O-
glucosido (Pg3G), pico 3 peonidina-3-O-glucosido (Pn3G), pico 4 cianidina-3-O-(6"-
malonil)glucésido (C36G), el pico 5 como peonidina-3-O-(6"-malonil)glucésido

(Pn36G) y el pico 6 como pelargonidina-3-0-(6”-malonil)glucésido (Pg36G).

Tomando en cuenta la informacion citada en el parrafo anterior, todas las muestras
de maices morados (Tabla 14) contienen C3G y C36G exceptuando la muestra de
Tehuacan y E. Occ. Ademas, sabiendo que la C36G es la antocianina acilada mas
simple que se encuentra podemos tomar su tiempo de retencion para dividir el
cromatograma en dos secciones (antociainas aciladas y no aciladas); de esta forma
se puede decir que dentro de los maices morados la distribucién entre antocianinas
con acilacién o sin esta en proporcion 1:1, es decir, alrededor del 50% del total de

antocianinas no cuenta con acilacién mientras que el otro 50% restante si.

Los casos de antocianinas de las muestras de Tehuacan y E. Occ, con la
informacion que se posee no es posible emitir un juicio acerca de que antocianinas
puedan contener debido a que los tiempos de retencion de las sefales detectadas

no pudieron ser comparadas con la literatura.




En las siguientes 4 muestras; Chiapas, Oaxaca, Peruano e Ixtenco, la C3G y C36G
son las mayoritarias con 30 y 40% del total. Por otro lado, en las dos muestras de
San Gabriel el perfil de antocianinas se encuentra distribuido entre 4 de estas (C3G,
Pg3G, C36G, Pn36G) teniendo cada una alrededor de un 20% del total.

Aunque solo se mencionan las antocianinas mayoritarias, esto no significa que no

contengan en menor medida otro tipo de antocianinas.

Tabla 14. Cromatogramas de maices morados.
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Ixtenco
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En cuanto a los maices azules (tabla 15) se puede destacar inicialmente dos
hechos; se puede dividir en criollos e hibridos pues los maices criollos al igual que
en el caso anterior de los morados cuentan con dos antocianinas mayoritarias (C3G
y C36G) con un porcentaje similar; salvo casos particulares (Cocotitlan) donde sélo

una antocianina es la mayoritaria.

Por otro lado, al observar los cromatogramas de los maices hibridos podemos notar

que la antocianina mayoritaria es la C36G con un porcentaje del 60%.

Como se menciond anteriormente, la muestra Cocotitlan es un caso particular y de
especial atencion debido a que la antocianina mayoritaria es la C3G con 83% del
total. Esto indica que podria ser una fuente para obtener un estandar de dicha

antocianina.




Tabla 15. Cromatogramas de maices azules
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De acuerdo con lo reportado en la literatura en estudios previos en el maiz morado;
ademas del pigmento principal cianidina-3-glucésido, se han encontrado en
variedades de maiz morado: pelargonidina-3- glucdsido, peonidina-3-glucoésido,
cianidina-3-maloilglucésido, pelargonidina-3-malonilglucésido, y peonidina-3—
malonilglucésido. (Cuevas Montilla et al., 2008). Lo cual estda en completa

concordancia con lo que se ha encontrado en este trabajo.

Otro punto que se reporta es el hecho de que no se presenta derivados de peonidina
en maices azules que de igual manera no se encontraron en las muestras aqui

analizadas o estan en concentraciones no apreciables.

La importancia de conocer el perfil de Antocianinas del maiz morado es debido a
gue son mas estables que la Enocianina de la uva, a la luz, al calor y principalmente

a los cambios de pH. Las Antocianinas del maiz Morado a un pH entre 3 y 3.5




permanecen de un color rojo amarillento, mientras que la Enocianina se torna

azulada en esa condicion (Cuevas Montilla et al., 2008).

Acidos Hidroxicindmicos
Se sabe que los acidos hidroxicinamicos se encuentran principalmente en el

pericarpio del maiz y estan unidos a la pared celular por lo que no se encuentran
libres en grandes concentraciones. Por lo cual para la determinacion de estos se

procedio a realizar una hidrdlisis alcalina de la muestra.

Debido a que para la cuantificacion se requeririan estandares de cada acido
encontrado, primero se realizé una CCF con estandares de los principales acidos;
se encontr6 que solo el Acido Ferdlico estaba presente; sin embargo,
posteriormente con el analisis por HPLC también se determiné la presencia de acido
cumarico. Debido a que su concentracion es relativamente baja (0.1mg/g muestra)

pudo ser factor principal de que no se observara al realizar la CCF.

Acidos Hidroxicinamicos

mgAcido/g.grano

Criollos mejorados Hibridos Criollos Coloridos

H Acido Ferlico

m Acido Cumirico

Grafica 2. Contenido de Acidos hidroxicindmicos en maices coloridos.

Si observamos el grafico 2 lo primero que se puede destacar es que la

concentracion de acido cumarico con respecto a la del ferulico no es apreciable por




lo que desde este punto se pude decir que ninguna de las muestras podria ser

fuente importante de este compuesto.

Comparado con estudios anteriores donde se han obtenido maximos de 13.6mg/g
muestra (Ramirez Salinas, 2010), las concentraciones obtenidas de dicho acido son
apreciablemente menores en las muestras analizadas teniendo como maximo el
maiz azul H. 14 con 1.73mg/g muestra.

Sin embargo, existen multiples factores por lo cual se han obtenido concentraciones
menores a lo reportado en la bibliografia; el principal podria radicar en la fuente de
obtencion: mientras que en este trabajo se obtuvo a partir del pericarpio hidrolizado,
el almidén residual al realizar la hidrolisis se gelatinizaba lo cual presenta un
problema pues podria estar evitando la extraccién del acido. La mayoria de los

estudios lo obtienen a partir del nejayote generado durante la nixtamalizacion.

Existen dos puntos de importancia en dicho compuesto; el primero radica en el
cultivo del propio Maiz, ya que este al encontrarse en el pericarpio, su contenido
muestra de manera indirecta la dureza de los granos y esto se ve reflejado en la
resistencia a algunas plagas; el otro punto es el de su uso comercial por las diversas

funciones para las que puede ser utilizado.

Como parte de la extraccidon de los acidos hidroxicinamicos producto del hidrdlisis
del pericarpio del Maiz, se puede obtener a partir del hidrolizado los xilanos
mediante su precipitacion. De esta forma se logra aprovechar el producto de

desecho de la obtencion de otro compuesto.

En la grafica 3 se observa el contenido de xilanos en la serie de muestras de maices
coloridos donde destacan el grupo de maices azules hibridos, seguidos del grupo
de muestras de pigmentados y al final con la concentracion menor, los criollos

azules.
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Gréfica 3. Contenido de Xilanos en maices coloridos

En la literatura se encuentran expresadas dichas concentraciones en términos de
porcentaje respecto al pericarpio del Maiz. Multiples estudios realizan la extraccion
de estos a partir del olote y no del pericarpio ya que este es un desecho y puede
ser obtenido facilmente. Debido a la importancia de estos compuestos para la
creacion de biopeliculas, el hecho de utilizar materiales de desecho aporta un valor

agregado.




Finalmente, se presentan las conclusiones del estudio realizado. Para esto se

seguira el orden en que se presentaron los resultados.

Se generd un marco de referencia acerca de los compuestos bioctivos en maices
coloridos nativos de México al determinar la concentracion de estos en 22 muestras
de maices. Ademas, se estableci6 el perfil de antocianinas de las mismas, asi como

la distribucidn de antocianinas aciladas y no aciladas.

Para el caso de carotenos totales se determiné que a pesar de que dentro de las
muestras se observaron concentraciones por encima del promedio en relacién con
otros maices, en la naturaleza existen otros materiales que son fuente de mayor
abundancia de dicho compuesto. La importancia de haber realizado la extraccion

de los carotenos es la de evitar interferencia en las mediciones de antocianinas.

Dentro de las antocianinas, se determin6 que la concentracién mayor se encuentra
en las variedades moradas las cuales poseen un perfil de antocianinas mas

complejo en relacién con las variedades azules.

En cuanto a los acidos hidroxicinamicos destaca el contenido de acido Fertlico,

teniendo tres muestras con los mayores contenidos (puebla, 14 e Ixtenco).

Finalmente, los mayores contenidos de xilanos se encuentran en el grupo de maices
hibridos sin embargo el pericarpio no es la mejor fuente para obtenerlos en lo que

se refiere a abundancia; en el olote es mas abundante.

Otro logro importante del proyecto presentado es la conjuncion de la extraccion de
4 grupos de compuestos (Carotenoides, Antocianinas, Acidos Hidroxicinamicos,
Xilanos) bajo una sola metodologia puesto que otros estudios se han limitado a tan

solo uno o dos de los grupos de compuestos.
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