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RESUMEN

El presente estudio tuvo por objetivo determinar la variabilidad en el contenido y perfil de
polifenoles y la composicion nutricional del maiz morado de la variedad Cantefio cultivado
en las zonas geograficas de Iray (menor altitud) y Chuquibamba (mayor altitud) (provincia
de Condesuyos) en la region Arequipa. Se analizaron los contenidos fendlicos y antocianinas
totales por espectrofotometria y los perfiles de fenélicos por UHPLC-DAD en las fracciones
fendlicas libres y ligadas a la fibra dietética del marlo y del grano.

Adicionalmente, se evalud la composicion quimico proximal del grano y las caracteristicas
fisicas (marlo, grano y mazorca) de las muestras de ambas zonas geograficas. Las muestras
procedentes de Iray presentaron un mayor diametro de mazorca y peso de 100 granos que
las de Chuquibamba, mientras que los resultados de la composicion quimico proximal de
grano fueron similares en las muestras procedentes de ambas zonas, aunque los valores de
ceniza y fibra cruda fueron superiores en las muestras de Chuquibamba. EI marlo present6
mayores concentraciones de compuestos fendlicos que el grano y los compuestos fendélicos
libres (principalmente como antocianinas totales) fueron la fraccion fendlica mayoritaria en
el marlo y en el grano respecto a los compuestos fendlicos libres (libre + ligada). EI analisis
por UHPLC-DAD confirm6 la presencia de antocianinas y derivados de quercetina en la
fraccion fenolica libre de marlo y grano del maiz morado de ambas procedencias, mientras
que en la fraccion ligada se detectaron sélo acidos fenolicos, como el acido ferdlico y el p-
cumarico que fueron los compuestos mayoritarios en el grano y marlo, respectivamente. El
maiz morado cultivado en Chuquibamba presentd los mayores valores de compuestos
fenolicos totales (libre + ligada) en el marlo y grano (1896.8 y 260 mg/100g bs,
respectivamente), de antocianinas en el marlo (982.9 mg/100g bs), y de acido feralico (153.4
mg/100g bs) en el grano de maiz. Adicionalmente, los caracteres fisicos como diametro de
mazorca y peso de 100 granos se correlacionaron inversamente con los contenidos de
fenolicos y flavonoides indicando que el maiz de Chuquibamba presenta un menor peso de
grano (relevante al rendimiento) a pesar de sus altos contenidos de polifenoles. Esta
investigacion constituye la base tedrica para estudios aplicados que permitan la mejora de la

cadena productiva del maiz morado en Arequipa para diferentes usos.

Palabras Claves: maiz morado, marlo, grano, fraccion fendlica libre, fraccion fendlica

ligada, antocianinas, acidos fendlicos.
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ABSTRACT

The objective of current study was to determine the variability in the phenolic contents and
profiles, and in the nutritional composition of purple corn (Cantefio variety) grown in the
geographical zones of Iray (lowland) and Chuquibamba (highland) (Condesuyos province)
from Arequipa region. The total phenolic and anthocyanin contents were analyzed in the free
and dietary fiber-linked phenolic fraction (bound phenolics) from purple corn grain and cob
by using spectrophotometric and UHPLC-DAD methods.

In addition, the grain proximal composition and physical characteristics (cob, grain and ear)
were evaluated in samples from both places. Purple corn from Iray showed higher ear
diameter and weight of 100 kernels than Chuquibamba samples whereas the proximal
composition was similar in grains from both zones. However, crude fiber and ash contents

were higher in purple corn from Chuquibamba.

Purple corn cob had the highest concentrations of phenolic compounds than grain, and the
free phenolic compounds (mainly anthocyanins) were the major fraction in cob and grain in
relation to the total phenolic contents (free+bound).

Anthocyanins and quercetin derivatives were detected by UHPLC in the free phenolic
fraction (cob and grain) whereas phenolic acids such as ferulic and p-coumaric acid were the
major phenolics in the bound phenolic fraction of grain and cob, respectively. Purple corn
grown in Chuquibamba showed the highest total phenolic contents (free+bound) in cob and
grain (1896.8 and 260.6 mg/100 g bs, respectively), and the highest anthocyanin (982.9
mg/100 g bs) and ferulic acid (153.4 mg/100 g bs) levels in the cob and corn kernel,
respectively. Further, physical characteristics such as ear diameter and weight of 100 kernels
negatively correlated with the phenolic and flavonoid contents indicating that purple corn
from Chuquibamba had lower yield in spite of its higher phenolic contents. This research is
the chemical base for future applied studies targeting the improvement of the purple corn

productive chain for diverse applications in the Arequipa region.

Keywords: purple corn, cob, kernel, free phenolic fraction, bound phenolic fraction,

anthocyanins, phenolic acids.
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INTRODUCCION

La poblacion en el Pert y el mundo estd aumentando su consumo de alimentos ricos en
grasas saturadas, azUcares y sal, como los alimentos procesados, en reemplazo de alimentos
nativos mejor balanceados nutricionalmente como granos integrales, frutas y verduras.

La mala alimentacidon y otros factores, como el sedentarismo, estan ocasionando el aumento
de la prevalencia de enfermedades de larga duracién cuya evolucion es generalmente lenta,
conocidas mayormente como enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT). Las
principales ECNT son la diabetes tipo 2, las enfermedades cardiovasculares, el cancer, las
enfermedades respiratorias cronicas y la enfermedad renal. Estas enfermedades representan
una verdadera epidemia que va en aumento debido al envejecimiento de la poblacion y los
modos de vida actuales que acenttan los factores ya mencionados.

El maiz es un cereal mundialmente conocido por sus variados usos en la preparacion de
bebidas y postres, pero no solo es un ingrediente culinario importante, también es una fuente
rica de vitamina B, antocianinas, acidos fenolicos y proteinas, aunque esto depende de la
variedad de maiz y de los factores agroclimaticos asociados a su cultivo. En los Gltimos afios
se ha incrementado la demanda en la produccién y venta de maiz morado, asi como también
las investigaciones acerca de este recurso bioldgico debido a las multiples aplicaciones que
tiene no solo en el aspecto culinario (uso en bebidas y reposteria) sino también en otros
rubros como farmacéutico, productos de belleza, alimentario, entre otros. El interés se debe
a que el maiz morado es una fuente importante de polifenoles, antioxidantes como las
antocianinas, caracteristica que agrega valor a este tipo de cultivo de maiz. Los polifenoles
son compuestos que se han asociado a una serie de propiedades funcionales relevantes para
la salud las cuales se relacionan con la modulacion del estrés oxidativo a través de diferentes
mecanismos contribuyendo a la disminucién de los factores de riesgo de las ECNT
previniendo dafos tisulares oxidativos, por ejemplo, que son vinculados a enfermedades
cardiovasculares, cancer y diabetes.

La alta diversidad genética del maiz en el Peru esta representada por aproximadamente 50-
55 razas dentro de las cuales se tiene a la raza Kculli que agrupa a todas las variedades de
maiz morado. La gran diversidad de climas en el Pert implica la adaptacion del cultivo de
maiz morado en diferentes zonas geogréaficas lo cual podria tener potenciales efectos sobre
su composicion nutricional, perfil y contenido de compuestos fendlicos antioxidantes, entre
otras caracteristicas fenotipicas de este recurso. Sin embargo, esto aln no se ha investigado

de forma integral en el Perd.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

La presente investigacion tiene por objetivo determinar la variabilidad en el perfil y
contenido de compuestos fendlicos antioxidantes del maiz morado cultivado en dos zonas
geogréficas de la region de Arequipa las cuales se asocian a diferentes condiciones
climaticas. Esta investigacion permitird generar informacion cientifica importante que
podria contribuir a futuro a la mejora de la cadena productiva de este cereal y ser destinado

no sélo para la alimentacion del consumidor local, sino también al mercado internacional.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la variabilidad en el contenido y perfil de polifenoles ademéas de la
composicién nutricional del maiz morado cultivado en dos zonas geograficas de la region

Arequipa.

Obijetivos Especificos

Evaluar el efecto de la zona geografica de cultivo de maiz morado procedente de dos
zonas geograficas de la regién Arequipa sobre sus caracteristicas fisicas (mazorca, marlo y
granos), contenido de polifenoles y antocianinas totales (grano y marlo) en sus fracciones

fendlicas libre y ligada a la fibra dietética.

Determinar la composicion quimico proximal de los granos de maiz morado
procedente de dos zonas geograficas de cultivo.

Determinar la variabilidad del perfil de compuestos polifendlicos de los granos y
marlos de las muestras por UHPLC-DAD (Cromatografia Liquida de Ultra Alto
Rendimiento con Deteccion de Arreglo de Diodos) en la fraccion fendlica libre y ligada a la
fibra dietética del maiz morado procedente de dos zonas de cultivo.

Analizar la influencia de las caracteristicas fisicas del maiz morado proveniente de dos
zonas geograficas sobre el contenido de polifenoles y antocianinas totales en sus fracciones

fenolicas libre y ligada a la fibra dietética.

Evaluar estadisticamente los datos para determinar el efecto de la zona geografica de
cultivo sobre las variables evaluadas (caracteristicas fisicas, fenolicos totales, perfil por

UHPLC, composicion quimico proximal).
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HIPOTESIS

Existen diferencias en las caracteristicas fisicas, los contenidos en fendlicos totales,
antocianinas totales, perfil de compuestos polifendlicos bioactivos y la composicion
nutricional en funcién a la localizacion geogréafica del cultivo del maiz morado en la region

Arequipa.
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CAPITULO I
1. MARCO TEORICO
1.1. MAIZ MORADO (Zea mays L.)

En el mundo existen diversos tipos de maiz, que generalmente se diferencian por
presentar diferentes colores tales como: rojo, morado, azul, amarillo, naranja, entre

otras propiedades.

El maiz morado es un maiz de tipo amilaceo que tiene pigmentos de antocianina
distribuidos en la planta; se caracteriza por presentar mazorcas con marlo fuertemente
pigmentadas de color morado tanto externamente como en su interior y sus granos
tienen el pericarpio de color morado - Expresa uno de los tonos morados mas
profundos del reino vegetal, debido a su color purpura tan fuerte, los pigmentos de
maiz morado se han usado durante mucho tiempo para colorear alimentos y bebidas
@- En el Pery, la gente consume un postre y una bebida tipica hechos a base de este
cereal denominada mazamorra y chicha morada respectivamente @ Ciertas
variedades de maiz morado como las procedentes de México, s6lo presentan
pigmentacion en sus granos mas no en los marlos al contrario de las variedades

procedentes de las zonas de los Andes.
1.1.1. Clasificacion taxonémica

Se clasifica de la siguiente manera segun la FAO (1993)

Reino : Plantae
Divisién ; Magnoliophyta
Clase : Liliopsida
Orden ; Poales

Familia : Poaceae

Tribu : Andropogoneae
Especie : Zea

Nombre cientifico : Zea mays
Nombre comun : Maiz morado

Fuente: Huaman C. (2017) ©

1.1.2.  Composicion quimica

Las partes principales del grano desemejan en su composicion quimica, tal como

se aprecia en la Tabla 1.1, no obstante su composicién dependera de su variedad,
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estado de madurez, condiciones de cultivo, condiciones agrocliméticas, y su

procedencia “®)

Tabla 1.1 Composicién quimica de las partes principales del grano de maiz

COMPONENTES Pericarpio Endospermo Germen
(% BASE SECA)

Proteinas 3.7 8.0 18.4
Extracto etéreo 1.0 0.8 33.2
Fibra cruda 86.7 2.7 8.8
Cenizas 0.8 0.3 10.5
Almidén 7.3 87.6 8.3
Azlcar 0.34 0.62 10.8

Fuente: FAO (1993) @

1.1.3. Diversidad genética del maiz peruano y situacion en Arequipa

La preservacion de la diversidad genética del maiz peruano es de gran
importancia en la investigacion y en su utilizacion para el mejoramiento genético
de este cultivo. En cuanto al crecimiento del maiz en el Peru, la diversidad de las
condiciones ecoldgicas seguido de la mutacidn; la hibridacion y una seleccion
planificada por los agricultores locales, ha resultado en la presencia de al menos
50-55 razas y multiples variantes genéticas dentro de cada una debido a esta
diversidad, el Peru es considerado como un centro primario de domesticacion
del maiz ) La diversidad genética del maiz en el Per( esté clasificada en razas®

Una raza se define como una poblacion que tiene rasgos morfoldgicos y
fisiolbégicos comunes, y por consiguiente genes comunes que determinan estas
caracteristicas® El desempefio de los agricultores durante el periodo pre-inca
tuvo un rol importante en relacion con la produccion y el mantenimiento de las
semillas. No obstante, en la actualidad aun en las zonas alto andinas, los
agricultores continGan con la tradicion de conservar los recursos genéticos;
seleccionando y plantando las semillas a partir de sus variedades, ademas de ser
los principales consumidores de su producto. Este sistema de evolucién
continua, en la que han influido varios factores, dando como resultado las razas.
Entre los factores de influencia mas relevantes se tiene: la practica generalizada
de los agricultores de guardar semillas de una temporada para la siguiente; la

seleccién del grano que mantiene la integridad de una variedad; el intercambio
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de semilla entre agricultores y por ultimo la introduccion de semillas de otras

zonas produciéndose la hibridacion, aclimatacion y seleccion(”:

De acuerdo al proceso evolutivo del maiz en el Perd, se ha podido establecer
cinco grupos de razas: primitivas, razas derivadas de las primitivas, de reciente
derivacion, razas introducidas y razas incipientes, ademas se tiene en

consideracion otro grupo compuesto por las razas imperfectamente definidas(”-

Una raza ancestral o primitiva es la Kculli, la cual incluye todas las variedades
de maiz morado, tiene una area de cultivo localizada principalmente en las partes
altas de la sierra (2500 a 3900 m.s.n.m.) ®- El maiz morado (Zea mays L.), se ha
cultivado y consumido ampliamente en toda la region andina de América del
Sur, principalmente en Per, Ecuador, Bolivia y Argentina ©

En el Perq, las variedades nativas derivadas de la raza primitiva Kculli son cinco,
tales como Morado Cantefio, Morado Caraz, Morado Arequipefio, Morado
Cusco y Negro de Junin ©: Existen variedades mejoradas por el Instituto
Nacional de Investigacion Agraria (INIA) como las siguientes:

(@) INIA 615 (Negro Canaan): Se desarroll6 a partir de 36 colecciones de
cultivares locales de la raza Kculli colectadas el afio 1990 en las provincias
de Huanta, Huamanga y San Miguel, mejoradas por seleccidn recurrente de
medios hermanos durante 9 ciclos %

(b) INIA 601 (Negro): Se origin6 en 1990, se formé con 256 progenies, 108 de
la variedad Morado de Caradz y 148 progenies de la variedad local Negro de

Parubamba (1)

Ademas existen variedades mejoradas obtenidas por la Universidad Agraria La
Molina denominadas como PMV-581 y PMV-582 (-

1.1.4. Origeny Distribucién

El maiz se origind en las tierras altas de México entre 7000 y 10000 afios atras™?"
La evidencia paleoetnobotanica mas antigua de su domesticacion se encuentra
en un sitio arqueologico llamado "Nac Neish", ubicado en la parte sur del estado

de Tamaulipas, México 12

El ecosistema donde se desarrollaron los primeros tipos de maiz fue estacional

(inviernos secos alternados con veranos lluviosos) y una altura de méas de 1500
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msnm; estas caracteristicas también describen el area principal ocupada por los
parientes mas cercanos del maiz, el Teocintle (Zea mays L. ssp. Mexicana) y el
género Tripsacum (Z. mexicana Schrader Kuntze)!®- Se hace completamente
cierta la afirmacion acerca del origen del maiz morado, la cual describe que su
cultivo en el Per0 es muy remoto y se lleva haciendo desde épocas

precolombinas @

Hoy en dia, el maiz es el cereal y cultivo productivo mas importante del mundo.
El éxito se debe a su adaptacion a diferentes ecosistemas desde las costas a las
montafas y al desarrollo de hibridos biotecnoldgicos de alta produccién capaces
de producir en condiciones comerciales de hasta 16 toneladas por hectarea. El
maiz es un cultivo con una notable variabilidad genética; por lo tanto, muchos
genotipos especializados estan disponibles *2- Sin embargo, las variedades
nativas de maiz morado peruano podrian contener genes asociados a una mejor
adaptacion al cambio climatico, concentrando una mayor cantidad de

antocianinas, lo cual ain esta siendo investigado.
1.1.5. Aplicaciones y usos del maiz morado

El maiz morado se puede usar integramente para dar numerosos productos,
ademas del grano. Sin embargo, es posible resumir sus usos a tres fines
fundamentales:

1. Como alimento humano basico.
2. Como forraje para ganado.
3. Como materia prima para la fabricacion de numerosos productos

industriales.

En forma de alimento humano es usado para la preparacion de mazamorras,
chicha morada, e incluso como harina para preparacion de pan y postres, tanto

en la industria alimentaria como a nivel doméstico.

Respecto a la cantidad de antocianinas, pigmento responsable del color morado
de este tipo de maiz, la mayor concentracion de este compuesto fendlico no se
encuentra en el grano (parte comestible), sino en el marlo, parte del maiz no
comestible. Este pigmento ya ha sido aislado del maiz morado y es reconocido

comercialmente por la Unién Europea con el Cédigo E-163 y, también, con el
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mismo Caddigo, por la Legislacion Japonesa teniendo una variedad de

aplicaciones en la industria farmacéutica y alimentaria %"

Los colorantes naturales, como las antocianinas, presentan una demanda
considerable en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica para
reemplazar a los colorantes sintéticos, debido a su naturaleza quimica, inocuidad

y funcionalidad®®
1.1.6. Produccién agricola del maiz morado y exportacién

La produccién nacional del maiz morado ha ido en aumento desde el afio 2014,
siendo las zonas de mayor cultivo: Lima, Ancash, Arequipa, Huénuco,

Ayacucho y Cajamarca.
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Figura 1.1 Produccion de maiz morado en Peru segun el afio 2014-2017
Fuente: Sifuentes E, Albujar E, Contreras S, Leén C, Moreyra J, (2016) ¢

Como se observa en la Figura 1.1, Arequipa es el quinto departamento con mayor
produccion de maiz morado en el afio 2017, con una produccion de 1809
toneladas, siendo las provincias de Castilla, Arequipa e Islay las que contribuyen
con dicho resultado. Condesuyos y Caraveli son las provincias con menor

produccion, con un resultado de 48.71 y 54.70 toneladas respectivamente ¢

El maiz morado se exporta a EE.UU. y Europa, principalmente para su uso como
colorante natural en la industria de alimentos y bebidas. A nivel de subproductos,

el principal es el marlo, insumo que es utilizado en las industrias de colorantes
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naturales, alimentos y en el sector farmacéutico, por su alto contenido de

antocianina.

En 2017, Peru export6é 869.453 kilogramos de maiz morado por $ 1 249 206
siendo Estados Unidos el principal comprador con $762 000, y en segundo lugar
se encuentra Espafia con $ 182 000, seguido de Ecuador $134 000, Japdn con
$127 206 y Chile con $ 44 00047

1.2. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos son un grupo de metabolitos secundarios mas ampliamente
distribuidos en las plantas. Se derivan de las vias de las pentosas fosfato, shikimato

y fenilpropanoide en las plantas &9

Tales compuestos desemperian un papel importante en el crecimiento y la
reproduccidn de las plantas, brindando proteccion contra patdgenos y depredadores.
Ademas, contribuyen al color y las caracteristicas sensoriales de los vegetales y
frutas. En general, los metabolitos secundarios también actlan como compuestos
sefial, que atraen a los polinizadores o animales para la dispersion de semillas,
ademas, protegen a la planta de los oxidantes y la radiacion ultravioleta®®

Su estructura comprende un anillo aromatico, que contiene uno 0 mas sustituyentes
hidroxilo. Pueden ir desde simples moléculas fendlicas hasta compuestos altamente
polimerizados. La mayoria de los compuestos fenélicos ocurren naturalmente como
conjugados con mono y polisacaridos, asociados con uno 0 mas grupos fenolicos.
Ademas, también pueden estar unidos a ésteres y ésteres metilicos. Debido a la
diversidad de su estructura, existe una amplia gama de compuestos fendlicos que se

encuentran en la naturaleza @
1.2.1. Clasificacién de compuestos fenélicos

La variacion de la naturaleza de los fenolicos va desde moléculas simples, como
los acidos fenolicos, hasta compuestos con estructuras complejas como los
taninos®?: En la tabla 1.2 se muestran los tipos de compuestos fenolicos de las

plantas:
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Tabla 1.2 Clasificacion de compuestos fendlicos en plantas.

ESTRUCTURA CLASE
Cs Fenoles simples, benzoquinonas
Cs-C1 Acidos hidroxibenzoicos
Ce-C2 Acetofenona, acido fenilacético
Cs-Cs Acido hidroxicinamico, fenilpropanoides
Ce-C4 Naftoquinonas
Cs-C1-Cs Xantonas
Cs-C2-Cs Estilbenos, antraquinonas
Cs-C3-Cs Flavonoides, isoflavonoides
(Cs-Cs)2 Lignanos, neolignanos
(Ce-C3-C5)z Biflavonoides
(Ce-C3)n Ligninas
(Cs-Cs3-Cé)n Taninos condensados (proantocianidinas)

Fuente: Morandi M, Silva V, Marostica M (20)

Las clases de compuestos fendlicos mas importantes que se encuentran en la
dieta humana son los acidos fendlicos, los flavonoides y los taninos.

1.2.1.1. Acidos fenélicos

Quimicamente, los acidos fendlicos tienen al menos un anillo aromatico
donde al menos un hidrégeno esta sustituido con un grupo hidroxilo@-
Existen dos clases de acidos fendlicos: acidos hidroxibenzoicos (AHB) y
acidos hidroxicinamicos (AHC), que se derivan del acido benzoico y
cinamico, respectivamente. Se sintetizan a través de la ruta del acido
shiquimico, en la que la sustancia precursora es I-fenilalanina o I-tirosina 2

Los é&cidos hidroxibenzoicos, son compuestos que presentan un grupo
carboxilico y grupos hidroxilo en un anillo aromatico ®® (Figura 1.2). Entre
los AHB se tienen al &cido salicilico, &cido 4-hidroxibenzoico, &cido
protocatéquico, acido gentisico, acido vanilico, acido galico, acido eldgico y

acido hexahidroxidifénico.

)
0\\C,OH O\\C,OH YO
CH
OH o ¢ HO OH
OH OH OH
acido protocatéquico acido vanilico acido

s

Figura 1.2 Estructura quimica de &cidos hidroxibenzoicos

Fuente: Pefiarrieta, J., Tejeda, L., Mollinedo, P., Vila, J., Bravo, J, (2014)@®
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Estan presentes en los alimentos vegetales como conjugados, mientras que
pueden estar libres en algunas frutas (por ejemplo, acido galico en caquis) o

pueden liberarse en el procesamiento de frutas o vegetales @4

Los AHC se caracterizan por la presencia del grupo dicarboxilico en
reemplazo del grupo carboxilo presente en los acidos hidroxibenzoicos. Rara
vez se encuentran en forma libre, pero los alimentos procesados pueden tener
formas libres de procesos de esterilizacion, congelacion o fermentacion®®)
Los AHC mas comunes son el &cido clorogénico, acido p-cumarico y acido

ferdlico. (Figura 1.3).

' OH
0 OH
Ox_OH O OH w*
= = 9
WOH
o) .
CH3 ‘OH
o HO
OH OH
acido p-cumarico acido ferulico acido clorégenico

Figura 1.3. Estructura quimica de acidos hidroxicinamicos
Fuente: Pefiarrieta, J., Tejeda, L., Mollinedo, P., Vila, J., Bravo, J, (2014)?®

1.2.1.2. Flavonoides

El mayor grupo de compuestos fendlicos esta constituido por los flavonoides.
Comprenden mas de 6000 compuestos dentro de mas de 8000 compuestos
fenolicos que se encuentran en alimentos vegetales. Son de bajo peso
molecular, caracterizados por un esqueleto de 15 carbonos, dispuesto como
C6-C3-C6, con diferentes sustituciones, lo que da lugar a diferentes

subclases. (Figura 1.4) 5
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Figura 1.4. Estructura de una molécula de flavonoide
Fuente: Pefiarrieta, J., Tejeda, L., Mollinedo, P., Vila, J., Bravo, J, (2014)?®:

La estructura quimica tipica de los flavonoides esta constituida basicamente
por dos anillos aromaticos, A y B, unidos por un puente de tres carbonos,
frecuentemente en forma de un anillo heterociclico, C. Ademas, los anillos C
son los principales responsables de las variedades de clases de flavonoides;
las variaciones en sus patrones de sustitucion proporcionan las principales
clases de flavonoides, como flavonoles, flavonas, flavononas, flavanoles
(catequinas), isoflavonas, flavanonoles y antocianidinas. Los compuestos que

se originan como flavonoides se dan por las variaciones en los anillos A y
B(0)

Las antocianinas son pigmentos solubles en agua que pertenecen a la familia
de compuestos Ilamados flavonoides. Son glucésidos o acilglucésidos de seis
antocianidinas aglicona que se encuentran comunmente: pelargonidina,
cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina, y malvidina. La cianidina -3-

glucosido es la antocianidina mas frecuente en la naturaleza @8

pelargonidina cianidina

Figura 1.5. Estructura de antocianidinas
Fuente: Pefiarrieta, J., Tejeda, L., Mollinedo, P., Vila, J., Bravo, J, (2014)@®:
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HO

Figura 1.6. Estructura de cianidina-3-glucésido
Fuente: Pefiarrieta, J., Tejeda, L., Mollinedo, P., Vila, J., Bravo, J, (2014)?®:

1.2.1.3. Actividad bioldgica de los compuestos fendlicos

Varios estudios epidemioldgicos han demostrado una correlacion inversa
entre el alto consumo de frutas y verduras y la incidencia de enfermedades
cronicas no transmisibles (ECNT), como enfermedades cardiovasculares,
cancer, obesidad, diabetes, etc. Se ha sugerido que estos efectos beneficiosos
del consumo de las frutas y los vegetales se deben a la presencia de diferentes
fitoquimicos antioxidantes (que son metabolitos secundarios de las plantas),
que eliminan las especies reactivas de oxigeno (ROS), parcialmente
responsables de la incidencia de estas ECNT, neutralizando sus efectos
negativos. Entre ellos, los compuestos fendlicos juegan un papel importante

en estos beneficios potenciales para la salud %

Hay dos mecanismos principales por los cuales los compuestos fenolicos
ejercen sus propiedades antioxidantes : la inactivacién de radicales libres y la
transferencia de electrones, este Gltimo mecanismo es mayormente utilizado
para evaluar la actividad antioxidante de compuestos fendlicos en métodos in
vitro, sin embargo cuando se trabaja con métodos in vivo se evalian también
parametros bioguimicos que no se consideran en un método in vitro; por tal

motivo los valores son mas altos en un método in vitro €0 1 (32).

Se ha demostrado con diferentes estudios in vivo e in vitro que ciertos
flavonoides de diversas fuentes de alimentos tienen un papel en la regulacion

de la glucosa a través del aumento de los niveles de la secrecidn de insulina,
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la reduccion de apoptosis de células B, y promocion de la proliferacion de

células p GIGH @)

1.2.2.  Metabolismo de los compuestos fendlicos en el tracto digestivo humano

Los alimentos que contienen compuestos fendlicos sufren reacciones de
multiples enzimas, después de la alteracion de las propiedades fisicas y quimicas
en el tracto digestivo, incluyendo la boca, el estomago e intestino delgado y

grueso (colon) después de la ingesta®®)

Cuando los compuestos fendlicos se consumen en la dieta, se liberan de la matriz
después de la masticacion ¢”G®- | a mayoria de los polifenoles permanecen
relativamente estables a bajo pH experimentado en el estbmago y resisten la
hidrélisis 4cida, lo que facilita su transito al intestino delgado. Solo los
glucosidos de antocianina se absorben parcialmente en el estomago y el intestino
delgado, sin embargo, la tasa de absorcién esta limitada por el tipo de azucar

unido ©9)

Los polifenoles libres que llegan al intestino delgado son hidrolizados por la
enzima lactasa-floricina hidrolasa, ingresando luego al sistema de circulacion
sanguinea ©® ©9)- Sin embargo la absorcion de los fendlicos ligados no ocurre en
el intestino delgado porque las macromoléculas insolubles a las cuales se
encuentran unidos, como la celulosa, la hemicelulosa, la proteina estructural y la
pectina. Por lo tanto, alcanzan el colon (intestino grueso), donde son
biotransformados por digestion enzimatica y fermentacion de la microbiota del

colon liberandose los compuestos fendlicos unidos ©%

Algunos estudios han reportado diversas actividades bioldgicas asociadas a la
biotransformacion de los compuestos fendlicos liberados en el intestino grueso.
Los é&cidos fendlicos influyen en el entorno de fermentacién del colon al
disminuir el pH y prevenir el crecimiento de microorganismos inductores de
cancer o de otros microorganismos patdgenos, ya que muestran un potencial de
eliminacion de radicales mayor en comparacion con los liberados en la digestion

gastrointestinal 04D

Diferentes estudios demuestran que la microbiota colénica también puede

metabolizar los compuestos fendlicos en nuevos productos, por ejemplo, el &cido
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vanilico puede sufrir para producir &cido protocatéquico, el cual posee diversas

actividades bioldgicas ¢
1.3. ANTECEDENTES DEL POTENCIAL BIOACTIVO DEL MAIZ MORADO
1.3.1. Compuestos fendlicos antioxidantes del maiz morado

El maiz pigmentado contiene muchos metabolitos secundarios, como los
carotenoides“® y los compuestos fendlicos®)@)®4)- | os compuestos fendlicos
son considerados como la fuente mas importante de antioxidantes en los cereales
y existen tanto en forma libre como en forma ligada a la estructura quimica de
la fibra dietética. La mayoria de los fendlicos libres en el maiz morado son
flavonoles, principalmente antocianinas, pigmentos hidrosolubles que se
localizan en las vacuolas de las células vegetales, mientras que los fendlicos de
la fraccion ligada son principalmente acidos fendlicos. Las formas libres de los
compuestos fendlicos se pueden encontrar como ésteres, glucésidos y otros

complejos mientras que los acidos fenolicos libres son menos abundantes )

A los componentes de la pared celular se encuentran ligados compuestos
fenolicos insolubles, como el acido p-cumarico y su ligacién con la lignina “6)
y s6lo cantidades mas pequefias se unen a los polisacaridos “”- El acido fendlico
mas abundante en esta fraccion, es el acido feralico que se encuentra ligado a los
polisacaridos de la pared celular, como los arabinoxilanos o las pectinas“®- A
través de enlaces éter, el acido feralico forma conexiones entre los fragmentos
de lignina, y por enlaces éster con las arabinoxilanas. Ademas, forma puentes
diferdlico con la hemicelulosa de la pared celular, a través de heteroxilanas,
dotando a las paredes celulares del pericarpio con una mayor resistencia e

incrementa la tolerancia del grano a plagas de almacén “%

Se han realizado estudios en diferentes paises que han demostrado la presencia
de compuestos fendlicos, principalmente antocianinas en el maiz morado
ademas de otros compuestos fendlicos como acidos fendlicos y sus derivados.
Se ha reportado la presencia de antocianinas en el marlo Y. grang 2 (3) 4)

pericarpio ®V y estigmas de la mazorca del maiz morado ©5

Existen aln pocos trabajos sobre la caracterizacién del maiz morado de origen
peruano. Se han identificado por Cromatografia Liquida de Alta Performance

(HPLC) diferentes compuestos fendlicos en la fraccion libre como: &cido
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clorogénico, &cido cafeico, rutina, &cido ferdlico, morina, quercetina,
naringenina y kaempferol en los granos de las muestras de maiz morado
proporcionados por el Instituto de Investigacion Agraria (INIA) en Cajamarca
@D- En otra investigacion se detectaron nueve compuestos fendlicos en la
fraccion libre como: &cido protocatequico, acido vanilico, acido p-cumarico,
derivados de quercetina, derivados de hesperetina, derivados de é&cido
hidroxicinamico, cianidina-3-glucosido, pelargonidina-3-glucésido, peonidina-
3-glucésido en un extracto de marlo de maiz morado proveniente de Lima ©6
Varias investigaciones han reportado que factores asociados a diferentes zonas
geogréficas de cultivo como la estacion, la ubicacién, la luz solar, las
precipitaciones, la temperatura, el grado de madurez influyen en la variabilidad
de compuestos fendlicos y otros bioactivos en las plantas, sin embargo, en el
caso del maiz morado aln no se han realizado suficientes investigaciones al

respecto 2

En cuanto a las antocianinas del maiz morado, se han identificado 6 principales
que incluyen la cianidina-3-glucésido (C-3-G), la pelargonidina-3-glucésido
(Pg-3-G), la peonidina-3-glucésido  (Pn-3-G), la cianidina-3-(6>’-
malonilglucésido), la pelargonidina-3-(6>’-malonilglucésido) y la peonidina-3-
(6>’-malonilglucdésido); estas tres ultimas derivadas del acido maldnico que se
une a la molécula de carbono en la posicion 6” del resto de la glucosa, y en caso
se unieran azlcares en esta posicion se forma la rutinosa®®@) Se han
identificado también antocianinas no aciladas unidas a otros compuestos
fenolicos tales como acido succinico y catequina. Algunas investigaciones

reportan haber encontrado delfinidina-3-glucosido pero es raramente detectado
(6)(23).

El interés en la identificacion y cuantificacion de las antocianinas radica en su
potencial relevante en la salud como la reduccién del riesgo de enfermedad

cardiovascular, obesidad, diabetes, cancer y otras enfermedades cronicas®”-
1.3.2. Propiedades bioactivas del maiz morado

En un estudio que evalud el potencial saludable de diferentes granos nativos
provenientes de Per( (kafiiwa, quinua roja, Kiwicha, tarwi y maiz morado), y
sometidos a un proceso de coccion, se encontrdé que el maiz morado presento el

contenido fendlico total méas alto entre los granos evaluados, una elevada
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actividad antioxidante in vitro asociada a la eliminacion de radicales libres y la
mayor actividad inhibidora de la enzima glucosidasa relevante para el control de
la hiperglicemia, caracteristicas probablemente relacionadas con su contenido de
4cido protocatéquico 7 ©8:

Las antocianinas del maiz morado se han asociado con potenciales propiedades
antidiabéticas al demostrar un efecto protector de las células beta pancreéaticas
en modelos in vivo en ratones ©® 9 |as antocianinas parecen proteger contra
la degeneracidn de los islotes pancreaticos y el deterioro de las células beta del
islote asociado a la hiperglicemia (alto nivel de glucosa en sangre) ©6) 9

En otros estudios se han relacionado a las antocianinas de maiz morado con la
prevencién de cancer basada en evidencia in vitro, utilizando dos lineas celulares
de colon humano derivadas del cancer HT-29 y CaCQO2; y de prevencion de la
obesidad basada en evidencia in vivo en ratones machos %
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CAPITULO Il
2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacion fue desarrollado en el Laboratorio de Ciencia de
Alimentos (Pabellén F) del Vicerrectorado de Investigacion, de la Universidad
Catolica Santa Maria (UCSM).

2.2. Muestras

Se evaluaron mazorcas maduras de maiz morado (Zea mays L.) de la region de
Arequipa cultivados en dos zonas geograficas (distritos de Iray y Chuquibamba) de
la provincia de Condesuyos segun la Tabla 3. Se selecciono la variedad “Cantefio” la
cual fue cultivada en condiciones organicas y se tomaron aleatoriamente entre 5-8
mazorcas de 3 fundos o campos de cultivo de cada zona geogréafica seleccionada. Se
consider6 que las muestras procedentes de cada fundo o campo de cultivo

corresponden a una réplica bioldgica.

Adicionalmente, so6lo para efectos comparativos, se incluy6 un grupo de muestras de
mazorcas de maiz morado provenientes del distrito de Corire (provincia de Castilla),
ya que esta es la zona de mayor produccién de maiz morado a nivel de la region
Arequipa ®9); no obstante, se desconoce la variedad utilizada. En este grupo, se
tomaron muestras de mazorcas maduras de 4 campos de cultivo de diferentes puntos
geograficos (Tabla 2.1). En las figuras 2.1 y 2.2 se muestran fotos de las mazorcas
evaluadas. Se tomo informacion acerca de las condiciones pre y post cosecha
aplicadas al cultivo de cada muestra (Anexo 2). También se recogieron datos
meteoroldgicos provistos por el Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia del
Peri (SENAMHI) de las zonas de Chuquibamba y Corire, pero no de Iray, ya que

dicha institucion no posee una estacioén de monitoreo en esta regién (Anexo 3).
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Tabla 2.1 Localizacion geogréafica de las muestras de maiz morado evaluadas

. NOMBRE DEL | ALTITUD | LATITUDY
PROVINCIA | DISTRITO | CODIGO ANEXO (msnm) LONGITUD
) S 15°50'34.2"
1 Huichara 2249 W 72°38'9 3"
Iray 2 S 15°51'654.7"
Puyara 2337 W 72°37'7 4"
3 . S 15°53'43.2"
Condesuyos Pacaichacra 1712 W 72°34'10"
4 . S 15°48'59.6"
Chiringay 2896 W 72°38'33.3"
. 5 S 15°50'20.7"
Chuquibamba Huayra 2768 W 72°38'33.4"
6 S 15°50'53.5"
Huayra 2759 W 72°38'33.6"
; S 16°21'23.9"
7 Corire 398 W 72°28'37 8"
8 Toran 505 S16 009 .42'0 "
. ' W 72°29'02.9
Castilla* Corire* on o r
9 Maran 491 $16°1311.6
W 72°27'52.3"
S$16°11'18.3"
10 Querulpa 482 W 72°27'41 5"

Fuente: Elaboracion propia

*Zona incluida para efectos comparativos
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REPOSITORIO DE

IRAY

Figura 2.1. Muestras de mazorcas de maiz morado recolectadas de la provincia de
Condesuyos

Fuente: Elaboracion propia
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REPOSITORIO DE

CORIRE

Figura 2.2 Muestras de mazorcas de maiz morado seco recolectadas de la provincia de
Castilla

Fuente: Elaboracion propia

2.3. Materiales, equipos y reactivos
2.3.1. Materiales

e Columnas C18 Sep Pak (55 pum de tamafo de poro, 6 mL, Phenomenex)

e Cubeta para espectrofotdmetro de polipropileno desechable (3 mL).

e Embudo Buchner

e  Filtros de jeringa (0.22 um de tamafio de poro, 13 mm de diametro, tipo GV,
membrana PVDF, Millipore).

e Filtros de nylon (0.45 pum de tamafio de poro, 47 mm de didmetro,
membrana nylon, Phenomenex)

e Jeringas esteriles desechables.

e Materiales de vidrio: balones, fiolas, probetas, tubos de ensayo, vasos de
precipitado, matraz erlenmeyer, pipetas, frascos de tapa azul, viales para
UHPLC.

e Micropipetas de 2-20, 20-200, 100-1000 y 0,5-5000 pL (Brand/
Transferpette).

e Microtubos de 2 mL.

e Tamiz (500 um, W.S Tyler)

e Tips para micropipetas de 200, 1000 y 5000 pL.

e Tubos de centrifuga de propileno de 15y 50 mL.
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e Vernier
2.3.2. Equipos

e Balanza analitica (Explorer® Analitica, OHAUS, EEUU)

e Bomba de vacio (2546, Welch, Alemania).

e Campana extractora (FHI800(P), BIOBASE, EEUU).

e Centrifuga (RH5A/RH5, RongHua, China).

e Columna analitica C18 para UHPLC (1.7 pm; 100*2,1 mm) (Kinetex,
Phenomenex, EEUU)

e Pre-columna para Columna UHPLC (1.7 pm; 2.1*5 mm) (Kinetex,
Phenomenex, EEUU)

e Equipo de Filtracion para solventes HPLC (Phenomenex, EEUU)

e Espectrofotometro (Shimadzu UV-1700 PharmaSpec.Japdn).

e Extractor Nutribullet (Magic Bullet, EEUU)

e Molinillo de granos de café (BOSCH, EEUU)

e Molino manual (WF2541, Wolfox, EEUU).

e Potenciometro (HI 3220, HANNA Instruments, Italia).

e Purificador de agua Milli-Q (Simplicity®, MERK, EEUU).

e Rotavapor con bafio maria y bomba de vacio (Rotavapor® R-100, Buchi,
Alemania).

e Selladora (PFS-300, Chen-he Machine, China)

e Set Manifold completo (60103-351, Thermo Scientific™, EEUU)

e Shaker o agitador orbital (SK-O330-Pro, SCILOGEX, EEUU)

e Sonicador (Branson Ultrasonics, Fisher Scientific, EEUU)

e UHPLC con detector de arreglo de fotodiodos (DAD) con inyector
automatico, bomba cuaternaria y horno para columna (Ultimate 3000,
Thermo Scientific, EEUU)

e Vortex mixer (WIZARD IR Infrared Vortex Mixer, Velp Scientifica, Italia).

2.3.3. Reactivos

e Acetato de etilo P.A. (Merck)
e Acetato de sodio (Merck)
e Acetona P.A. (Merck).
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e Acetonitrilo grado HPLC (Merck).
e Acido clorhidrico P.A. (Merck).

e Acido formico P.A. (Loba Chemie).
e Acido galico (Sigma)

e Carbonato de Sodio P.A. (Merck).
e Cloroformo P.A (Merck)

e Cloruro de potasio (Merck)

e Etanol P.A. (Merck).

e Folin — Ciocalteu 2N P.A. (Merck).
e Hidrdxido de sodio P.A (Merck).

e Isopropanol grado HPLC (Merck)
e Metanol grado HPLC (Merck)

e Metanol P.A. (Merck).

2.3.4. Estandares de compuestos fenolicos
Acidos hidroxicinamicos:

e Acido ferdlico (Sigma - Aldrich Co., > 99)

e Acido p-cumérico (Sigma - Aldrich Co., > 98%).
Flavonoides:

e Cloruro de Cianidina (Sigma - Aldrich Co., > 95 %).

e Quercetina aglicona (Sigma - Aldrich Co., > 95%).

2.4. Metodologia experimental

En las figuras 2.3 y 2.4 se presentan los flujogramas generales de procesos
correspondientes a la preparacion de las muestras y la extraccion de las fracciones
fenolicas libres y ligadas a la fibra dietética del marlo y grano de maiz morado
evaluados, respectivamente. A continuacion, se describen cada una de las etapas que
se siguieron para la obtencién de los extractos de los compuestos fendlicos y

antocianinas de los marlos y granos de maiz morado.
2.4.1. Limpieza, seleccion y secado de las muestras

Se eliminaron manualmente restos de tierra, pelos de la mazorca, entre otros
contaminantes. Las muestras de mazorcas colectadas se encontraban hiimedas,

por lo que al llegar al laboratorio se secaron inmediatamente en una estufa de
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aire forzado a una temperatura de 42 °C por tres dias, luego fueron desgranadas

y almacenadas en forma de grano y marlo en oscuridad a -20 °C hasta su analisis
(61).

2.4.2. Molienda

Los marlos fueron molidos hasta obtener un fino polvo (500 um) utilizando dos
tipos de molinos, primero por un molino de grano mecanico y después con un
molino eléctrico. En el caso de los granos, estos fueron molidos utilizando un
molinillo de café por 2-5 min. Las muestras molidas se pasaron por un tamiz de
500 pm, luego se envasaron en empaques de polietileno de alta densidad,

sellados y se almacenaron en oscuridad a -20 °C(6
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2.4.3. Extraccion de los compuestos fenoélicos

Usando una metodologia optimizada por Gonzéalez, con algunas modificaciones,
fueron obtenidos los compuestos fendlicos de la fraccion libre y ligada para
marlo y grano. El proceso de extraccion fue realizado en las muestras
compuestas de mazorcas (grano y marlo) correspondiente a cada punto de

muestreo o réplica bioldgica.

a) Extraccion de los compuestos fendlicos de la fraccion libre en muestras

de marlo y grano

Se peso6 1 g de muestra de marlo y 5 g de muestra de grano respectivamente,
y se mezclé con 20 mL de metanol/acetona/agua (45:45:10, v/v/v)
acidificado con 0.1% de é&cido clorhidrico y fue llevado a agitacion a 200
rpm por un periodo de 1 hora y en oscuridad. EI proceso se realizd a
temperatura ambiente. Seguidamente la mezcla se centrifugé a 3000 rpm
por 5 minutos, se recuperd el sobrenadante y se almacend en un bal6n de

rotavapor.

Se realizaron dos extracciones usando un volumen de solvente de 10 mL
para el marlo, por 30 y 10 minutos, respectivamente. El grano solo tuvo una
extraccién mas con 20 mL de solvente por 30 minutos a 200 rpm. Luego de
cada extraccion, se separaron los sobrenadantes por centrifugacion a 3000
rpm y 5 minutos se juntaron en un balén de vidrio y se evaporaron al vacio

a 45 °C hasta sequedad

Los compuestos fenolicos extraidos del marlo y grano fueron reconstituidos
con 10 mL de agua Milli-Q y se almacenaron a -20 °C, hasta su posterior
analisis.

b) Extraccion de los compuestos fenodlicos de la fraccion ligada en

muestras de marlo y grano

Se pesd 0.1 gy 0.5 g de muestra de marlo y grano en polvo respectivamente,
y fue mezclado con 2 mL de metanol/acetona/agua (45:45:10, v/viv)
acidificado con 0.1% de &cido clorhidrico y fue llevado a agitacion a 200
rpm por un periodo de 1 hora en oscuridad. EI proceso se realiz6 a

temperatura ambiente. Seguidamente la mezcla se centrifugé a 4000 rpm
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por 5 minutos, se elimino el sobrenadante y sobre el residuo se realizaron

dos re-extracciones, segun lo explicado previamente en el punto a.

La fraccidn libre fue descartada y se adicion6 20 mL de hidréxido de sodio
3N al residuo o pellet. La hidrolisis alcalina se realiz6 bajo agitacion a 200
rpm por un tiempo de 88 minutos a temperatura ambiente. Se neutralizo la
mezcla obtenida a un pH de 2.5 — 3.0 con acido clorhidrico concentrado y
acido clorhidrico 2N. Los compuestos fenolicos fueron extraidos con un
proceso de extraccion liquido-liquido con 10 mL de acetato de etilo con
agitacion manual por 1 minuto aproximadamente, este proceso fue realizado
seis veces. Las fracciones de acetato de etilo fueron separadas por
centrifugacion a 5000 rpm por 5 minutos. Se juntaron en un balon de
rotaevaporacion y se concentraron al vacio a 45°C hasta sequedad. Los
compuestos fendlicos del grano y de marlo, fueron reconstituidos en 5 mL
de agua Milli-Q. EI extracto acuoso fue almacenado en oscuridad a una
temperatura de -20°C, hasta su posterior analisis(®?:

2.4.4. Seleccion del método de extraccion de antocianinas

Para la extraccion de las antocianinas del maiz morado se evaluaron tres métodos
reportados en publicaciones cientificas con el fin de seleccionar el que permita
la mayor extraccion de antocianinas totales. Para estas pruebas se utiliz6 una
muestra de marlo de origen comercial, y a continuacion se describen las

metodologias aplicadas con algunas modificaciones.
a) Metodologia segun Jing y Giusti

Se peso 1 g de muestra de marlo, y fue mezclado con 25 mL de acetona
acuosa 70% (v/v). acidificada con 0.01% de &cido clorhidrico 6 N. La
mezcla homogénea fue agitada a 100 rpm por 20 minutos a temperatura
ambiente. Luego fue filtrada al vacio en un embudo Buchner con Whatman
N°1, se lavo la torta con 15 mL de solvente El filtrado se concentro al vacio
a 40 °C, y fue resuspendido en 25 mL de agua acidificada con 0.01% de
acido clorhidrico 6 N. EIl extracto acidificado acuoso se conservo a una

temperatura de -20 °C hasta su posterior analisis ¢
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b) Metodologia segiin Jing et al.

Se peso 2 g de muestra de marlo en polvo, y fue mezclado con 25 mL de
acetona 70% acidificada con 0.01% de acido clorhidrico 6 N. La mezcla
homogénea fue agitada por 1 hora a 100 rpm a temperatura ambiente. La
mezcla fue filtrada al vacio con papel Whatman N°1 en un embudo Buchner.
Latorta se lavo tres veces con 10 mL de solvente. Luego se afiadi al filtrado
15 mL de cloroformo, y fue centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente. El sobrenadante fue colectado y se concentr6 al vacio
a 40 °C, y finalmente fue resuspendido con 25 mL de agua acidificada con
0.01% de acido clorhidrico 6 N. El extracto acidificado acuoso fue

almacenado a -20 °C hasta su posterior analisis ¢-
c) Metodologia segun Lao y Giusti

Se peso6 1 g de muestra de marlo en polvo, y se mezcl6 con 50 mL de etanol
50% acidificado con 0.01% de &cido clorhidrico 6 N. La mezcla homogénea
fue agitada a 100 rpm por 1 hora a temperatura ambiente. La mezcla fue
filtrada al vacio con papel Whatman N°1 en un embudo Buchner, y la torta
fue lavada dos veces con 25 mL de solvente. El filtrado fue concentrado al
vacio a 40 °C, y resuspendido con 100 mL de agua acidificada con 0.01%
de &cido clorhidrico 6 N. El extracto acidificado acuoso fue almacenado a -

20 °C hasta su posterior analisis ©®:
2.4.5. Extraccion de antocianinas de muestras de marlo y grano

El método que permitié una mayor extraccion de antocianinas fue el reportado
por Lao y Giusti con algunas modificaciones, por lo que este método fue

aplicado a todas las muestras (marlo y grano) y se describe a continuacion.

El peso de grano y marlo en polvo fue de 1 g de muestra, se mezcld con 25 mL
de etanol 50% acidificado con 0.01% de acido clorhidrico 6 N, para las muestras
de marlo y grano respectivamente. La mezcla homogeénea fue agitada a 100 rpm
por una hora, a temperatura ambiente, luego fue filtrado al vacio con un embudo
Buchner, y papel Whatman N°1, y se hicieron dos lavados con un volumen de
12.5 mL de solvente por lavado. Ambos extractos se concentraron al vacio a 40
°C hasta evaporar el solvente organico. Las antocianinas fueron reconstituidas
en 50 y 10 mL de agua Milli-Q acidificada con 0.01% de &cido clorhidrico 6 N,
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para las muestras de marlo y grano respectivamente. El extracto acidificado
acuoso finalmente se conservé en oscuridad a una temperatura de —20 °C, hasta
su posterior anélisis. Estos extractos fueron analizados por el método de pH
diferencial para la determinacion de las antocianinas totales segun se presentaran
en el punto 2.5.56%:

2.4.6. Purificacion de antocianinas

Los extractos obtenidos en el punto 2.4.5 fueron purificados con el fin de ser
posteriormente analizados por UHPLC-DAD. La purificacion de las
antocianinas del marlo y grano del maiz morado se realizé segun Rodriguez-

Saona y Wrolstad (6

Se agregd un volumen de 0.25 mL y 0.6 mL de extracto de marlo y grano,
respectivamente, a cada columna SPE C18 (extraccion en fase sélida)
previamente acondicionada. Se adicionaron 2 volumenes (12 mL) de agua Milli-
Q acidificada con 0.01% de acido clorhidrico para hacer un lavado a la columna.
Posteriormente se realizo la elucion de la muestra con 2 volumenes de metanol
acidificado con 0.01% de &cido clorhidrico. La muestra fue concentrada al vacio
a 40 °C hasta sequedad, y resuspendida con 5 mL de agua Milli-Q acidificada
con 0.01% de acido clorhidrico. Las fracciones purificadas se conservaron a -20

°C hasta su posterior analisis.
2.5. Meétodos de analisis
2.5.1. Medicién de parametros fisicos

Se midieron los parametros fisicos de mazorca ( longitud, peso, diametro,
numero de hileras, nimero de granos por hilera, peso de granos por mazorca, y
porcentaje de grano en mazorca) , marlo (didmetro y peso) y de grano seco ( peso
de 100 granos, longitud y ancho ) segun lo especificado por el Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT)®"

2.5.2. Determinacion de humedad

El método utilizado para evaluar la humedad en las muestras de marlos y granos
fue aquel reportado por la A.O.A.C (1990). Se expreso los resultados en
porcentaje. Para expresar los resultados se utilizé la humedad de cada muestra,

de esta manera todos los parametros evaluados se reportaron en base seca (bs).
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2.5.3.  Anadlisis quimico proximal de granos

Se determind el porcentaje de grasa segun NTP 205.041.1976 revisada el 2016,
cenizas segun NTP 205. 004.2017, proteinas totales por el método Kjeldahl
segun NTP 205.005.2018 y fibra cruda segun NTP 205.003.2017. Los
carbohidratos totales fueron determinados por diferencia.

2.5.4. Determinacion de compuestos fendlicos totales

Se determing el contenido de compuestos fendlicos totales empleando el método
de Folin - Ciocalteu propuesto por Singleton y Rosi fue determinado en los
extractos de la fraccion fendlica libre y ligada del marlo como del grano. El
método se realiz6 de la siguiente manera, en un tubo de ensayo se transfirio 0.5
mL de extracto de muestra en la dilucién apropiada, con agua destilada y se
agregd 0.25 mL del reactivo de Folin - Ciocalteu 1 N. Después de la reaccion, se
neutraliz la mezcla agregando 1.25 mL de solucién acuosa de carbonato de
sodio (Na.CO3) 1.2 N, y a temperatura ambiente se dejo reposar durante 30

minutos en un lugar oscuro.

La absorbancia se midi6 a 755 nm frente a un blanco que contenia agua destilada
en lugar de muestra, utilizando un espectrofotometro. Por medio de una curva
de calibracién preparada con acido galico a diferentes concentraciones (0.005 a
0.044 mg/mL de acido galico) (Anexo 4) se determind el contenido de
compuestos fenolicos totales de cada muestra; los resultados fueron expresados
como mg equivalentes de acido galico (EAG) por 100 g de muestra en base seca
(bs) 8

2.5.5. Determinacion de antocianinas totales

El contenido de antocianinas totales fue determinado en los extractos de
antocianinas de marlo y grano, empleando el método de pH diferencial segun
Giusti y Wrolstad. EI método se realiz6 de la siguiente manera, se prepararon
dos diluciones de la muestra, una de ellas con buffer cloruro de potasio a pH 1.0
y la otra dilucién con buffer acetato de sodio a pH 4.5, aplicando a cada una, un
factor de dilucién apropiado. Después de 15 minutos de equilibrio, se realizo la
medicion de las absorbancias de cada dilucion a dos longitudes de onda (511 y
700 nm).
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Se calcul6 los niveles de antocianinas y fueron expresados como mg
equivalentes de cianidina-3-glucésido (EC3G) por 100 g de muestra en base seca
(bs):

C=(A*PM=FD *1000)/(e=D) Ecuacion 1.

Donde C es la concentracién de antocianinas totales (mg EC3G/100 g bs), A es
la absorbancia neta (As;; — A700), € €S el coeficiente de extincion molar de la
cianidina-3-glucdsido (26 900 L/mol*cm), FD es el factor de dilucion, PM es el
peso molecular de la cianidina-3-glucdsido (449.2 g/mol) y D, es el didmetro de
la cubeta (1 cm) €9

2.5.6. Determinacion del perfil de compuestos fenélicos por analisis UHPLC-
DAD

Se empled el método reportado por Ranilla et al. adaptado para UHPLC con
modificaciones. Los extractos de las muestras de maiz de fraccion fendlica
ligada (marlo y grano) y extractos de antocianinas de marlo y grano (fraccién
libre), fueron filtrados con filtros Millipore 0.22 um. Se inyecto los extractos a
un sistema UHPLC conformado por un detector de arreglo de fotodiodos (DAD),
bomba cuaternaria, inyector automatico y una columna, siendo controlado

mediante el software Chromeleon.

Los compuestos fendlicos se separaron en una columna (1.7um; 2.1*100 mm;
Kinetex) con precolumna (1.7 um; 2.1*5 mm; Kinetex) a 30 °C. El volumen de
inyeccion fue 5y 10 L, para la fase ligada y libre, respectivamente, la velocidad
de flujo fue 0.2 mL/min y las eluciones fueron monitoreadas en un rango de
longitud de onda de 400 a 700nm. En el proceso de separacion se aplicd un
programa de elucion en gradiente, con una fase movil que contiene el disolvente
(A) acido férmico: agua (1:999, v/v, pH 2.50) y el disolvente (B) 100% de
acetonitrilo: 2 - 15% B en 3 minutos, 15 - 45% B en 6 minutos, 45 — 98% B en
1 minuto, 98% B en 3 minutos y luego se regreso a las condiciones iniciales por
4 minutos (tiempo de ejecucion total fue 20 minutos). Se detectaron compuestos
fenolicos en los extractos de las muestras, esencialmente acidos fendlicos y en
algunos casos flavonoides como antocianinas y derivados de quercetina. Para su

identificacion, se comparé el tiempo de retencion y los espectros de absorcion
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(longitud de onda de méaxima absorcion) de los picos detectados en las muestras

de marlo y grano con aquellos correspondientes a los estandares puros.

Para la cuantificacion de los compuestos fendlicos, se ejecutaron curvas de
calibracién (r = 0.999) para los estandares puros (&cido p-cumaérico, acido
ferdlico, quercetina y cloruro de cianidina) diluidos en metanol al 80% los dos
primeros, metanol 100% y metanol acidificado con 5% de acido acético,
respectivamente. Los resultados fueron expresados como mg por 100 g de

muestra en base seca (bs) %
2.6. Disefio experimental

Para la caracterizacion de los compuestos fenolicos del maiz morado de la region
Arequipa, procedente de dos zonas geograficas de la region se siguio el disefio

experimental que se muestra en la tabla 2.2.

Tabla 2.2 Disefio experimental para la caracterizacion de compuestos fenolicos del maiz
morado de la region de Arequipa

TRATAMIENTOS
- VARIABLES DE
LOCALIDAD REPLICAS
MUESTRA RESPUESTA
PROVINCIA | DISTRITO BIOLOGICAS
Marlo Parametros fisicos, analisis
Iray 3 o )
Grano quimico proximal de grano,
Condesuyos .
Marlo compuestos fenolicos totales
Chuquibamba 3 . .
Grano en las fracciones fendlicas
Marlo libre y ligada de marlo y
grano, contenido de
antocianinas totales de marlo
Castilla* Corire* 4 y grano y perfil de
Grano compuestos fenolicos
detectados por UHPLC-
DAD.

*Se incluyd esta zona solo para efectos comparativos

Fuente: Elaboracion propia
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2.7. Andlisis estadistico

Se expresaron los resultados como promedio + desviacion estandar. Los datos se
compararon con el anélisis de distribucién t-Student (p < 0.05). Para la eleccién del
método de extraccion de antocianinas se aplico el analisis de varianza (ANOVA)
seguida del Test de Tukey (p < 0.05). Ademas, se calcularon las correlaciones
lineales de Pearson (p < 0.05) utilizando el software estadistico Statgraphics
Centurion XVI version 16.2.04 (StatPoint Technologies Inc., Warrenton, VA,
Estados Unidos) %
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Anélisis de humedad

En la tabla 3.1 se presenta el contenido de humedad de las muestras de marlo y grano
de maiz morado. Para definir a un grano como grano seco, el valor de humedad se
debe encontrar por debajo del limite (15%). Por lo tanto, ambos tipos de muestras
presentan una humedad adecuada que permitird una mayor estabilidad y vida util en
su almacenamiento. Se realizé el analisis de humedad para expresar todos los

resultados de los diferentes analisis en base seca®(1)

Tabla 3.1 Contenidode humedad de muestras de marlo y grano por zona geogréafica

ZONA CONTENIDO DE HUMEDAD (%)
MARLO GRANO
Iray 7.42+1.22 10.54 +1.39
Chuqguibamba 5.85 + 0.50 9.26 £ 0.65
Corire* 5.88 +1.03 10.73 +0.35

*La zona de Corire se ha incluido solo con fines comparativos

Fuente: Elaboracion propia

3.2. Caracteristicas fisicas de las muestras de mazorca, marlo y granos del maiz

morado procedente de dos zonas geograficas

Las mazorcas secas de las zonas de Iray y Chuquibamba, se compararon segun sus
caracteres fisicos, también se evaluaron los marlos y granos. Los resultados de las
evaluaciones para mazorcas, marlos y granos se presentan en la tabla 3.2, donde en
general no se observaron diferencias significativas (p>0.05). Quispe et al en su
evaluacion de tres cultivares de maiz morado, utilizando la misma variedad, morado
cantefio, obtuvo valores (peso de marlo, longitud de mazorca, y diametro de marlo)
similares a los obtenidos en la presente investigacion. Sin embargo en otras
investigaciones utilizando la misma variedad, se obtuvieron valores mas altos, (peso
y didmetro de mazorca) tal es el caso de Cabrera™ y Rojas™ las diferencias
encontradas pueden deberse a otros factores ademas de la variedad, ya que las
investigaciones de los Gltimos autores fueron realizadas en Lima y Lambayeque
respectivamente, por el contrario Quispe et al realizd su investigacion en el

departamento de Arequipa en el distrito de la Joya("?:
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Tabla 3.2 Caracteristicas fisicas de las muestras de mazorca, marlo y grano de maiz morado por zona geogréafica

LOCALIDAD
MUESTRAS CARACTERISTICAS
IRAY CHUQUIBAMBA CORIRE*
Longitud (cm) 14.13 + 1.04 14.19 + 0.49° 13.44 + 0.63
Diametro (cm) 4.36 +0.23? 3.91 +0.15° 4.50 + 0.08
Peso (g) 124.72 + 14.282 84.99 +9.21° 117.30 £10.01
MAZORCA Numero de hileras 10.87 + 0.42° 10.27 £ 0.23° 10.25 + 0.50
Numero de granos por hilera 24.76 £ 0.47° 24.91 + 1.54° 23.25 +0.96
Porcentaje de grano (%) 75.67 + 3.79° 78.33 + 1.532 84.00 + 3.16
Peso total de granos por mazorca (g) | 92.21 + 6.98? 67.18 + 7.35° 98.69 + 9.59
Diametro (cm) 2.39 £0.16° 2.45 £ 0.06° 2.39 £ 0.07
MARLO
Peso (9) 16.15 £ 0.49° 17.73+2512 18.61 £ 3.51
Peso de 100 granos (g) 42.69 £ 4.722 28.69 + 4.84° 43.97 £ 3.35
GRANO Longitud (cm) 1.17 £ 0.092 1.05+0.072 1.14 £ 0.04
Ancho (cm) 1.03 £ 0.082 0.94 £+ 0.05? 1.10£0.03

Fuente: Elaboracién propia

Letras diferentes dentro de la misma fila indican diferencia estadistica significativa (p<0.05). *La zona de Corire se ha incluido solo con fines

comparativos.
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En el caso de los caracteres correspondientes al didmetro de mazorca, peso total de
mazorca, peso de los granos por mazorca y peso de 100 granos, los valores fueron
mayores en las muestras de Iray respecto a los procedentes de Chuquibamba
(p<0.05). Es importante destacar los resultados del peso total de granos por mazorca
y peso de 100 granos, ya que estas caracteristicas se encuentran relacionadas con un
mayor rendimiento por hectarea de cultivo. Por lo anterior se puede inferir que Iray
tuvo un mayor rendimiento en el cultivo frente al maiz morado de Chuquibamba.
Diferentes estudios indican que los factores climaticos tales como la altitud, la
temperatura, la radiacion solar, etc. pueden influir en la produccion y calidad del
cultivo. Se debe considerar que Chuquibamba presenta una mayor altitud frente a
Iray (Tabla 3) por lo mismo las temperaturas minimas y maximas son mas bajas que
a una menor altitud, esto podria influir en el rendimiento del maiz morado en la
localidad (7 (76)-

La zona de Corire en comparacion con las otras dos zonas presenté mayores valores
de peso total de grano por mazorca y peso de 100 granos, este resultado es similar
con los datos del Ministerio de Agricultura y Riego ya que a nivel regional la
localidad con mayor produccion de maiz morado en Arequipa es precisamente
Corire. El rendimiento en el cultivo de maiz morado por lo tanto seria mas alto en
localidades a menor altura como Corire, aunque comparable por lo observado con

Iray®:

La caracterizacion objetiva de los parametros fisicos de las mazorcas, marlos y
granos de maiz podria permitir explorar posibles correlaciones con su composicion
en compuestos fendlicos como se presentard mas adelante. En una entrevista a los
mayoristas se reveld que algunos parametros fisicos se asocian generalmente a la
calidad del maiz morado como: el tamafio de la mazorca y un color morado oscuro e
intenso, ambas caracteristicas aportan un mayor valor al cultivo en el mercado (®"
Sin embargo, el analisis quimico de los contenidos de polifenoles resulta también
importante para poder determinar diferentes aplicaciones industriales del maiz

morado.
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3.3. Analisis quimico proximal de los granos del maiz morado procedente de dos

zonas geogréficas

La composicion quimico proximal se realizo solamente a los granos de maiz morado
de las dos zonas geograficas seleccionadas (Iray y Chuquibamba) por tratarse de las
partes potencialmente comestibles de la mazorca de maiz. Los resultados se muestran
en latabla 3.3. Adicionalmente se incluyeron los resultados de la zona de Corire para
efectos comparativos.

Los contenidos de proteinas, lipidos y carbohidratos totales fueron similares en los
granos de las zonas de Iray y Chuquibamba (p<0.05), sin embargo, los valores de
cenizas y fibra cruda fueron mayores en los granos de maiz morado cultivado en
Chuquibamba (p<0.05). Estos compuestos también fueron mas bajos en los granos

del maiz procedente de Corire.

El contenido de cenizas en los granos, indica la presencia de iones metélicos en el
alimento, esta variacion de minerales contenidos en los granos de maiz podria estar
relacionado con el tipo de suelo donde se realiz6 el cultivo, el tipo de fertilizantes
empleados, la composicion del agua de riego y las condiciones ambientales”- EI
maiz de Iray y Chuquibamba fueron fertilizados con compost, existe la probabilidad
que la composicion de agua y de suelo podrian haber influido en las diferencias
observadas (Anexo 2). La zona de Chuquibamba al encontrarse mas cercana a las
montafias de los Andes puede tener una composicion en suelo y agua con mayor

contenido de minerales, pero no se analizaron estas variables en el presente estudio.

Tabla 3.3 Resultados del analisis quimico proximal en base himeda de muestras de grano de

maiz morado por zona geografica

CONTENIDO (%) LOCAI._IDAD -
lray* Chuquibamba* Corire**
LIPIDOS 4.56 = 0.582 4,13 £0.428 4,52 £0.23
CENIZAS 1.44 +0.11° 1.78 £ 0.08% 1.68 + 0.06
PROTEINAS TOTALES 8.20 £0.43% 8.87 £ 0.76° 8.21£0.35
FIBRA CRUDA 1.51 +0.63° 2.61 £0.16% 0.93+£0.16
CHOS*** 75.26 + 1,932 75.96 + 1.44° 74.86 + 0.59

*n=3, **n=4, ***Calculado por diferencia. Letras diferentes dentro de la misma fila indican
diferencia estadistica significativa (p<0.05). La zona de Corire se ha incluido solo con fines
comparativos.

Fuente: Elaboracion propia
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Algunos estudios demuestran que la composicion, calidad y rendimiento de grano de
maiz se ven influenciados por el tipo de fertilizante usado en el cultivo. Una
investigacion reveld que el rendimiento de grano de maiz y sus componentes se ven
afectados positivamente por la utilizacién de fertilizantes bioldgicos, como el
estiércol de pollo y una aplicacién combinada con bacterias fijadoras de nitrégeno y
Urea, obteniendo un alto contenido de fibra cruda ®- Ademas, en un estudio se
encontrd una relacion entre la calidad de grano de trigo y el sistema de cultivo
empleado (convencional y organico). Los resultados mostraron que el sistema de
cultivo afectd el rendimiento y los pardmetros quimicos como el contenido de
polifenoles totales, contenido de cenizas y algunos minerales (sodio, potasio y fierro),

mucho més que el factor genético

Es evidente que las condiciones ambientales, tipo de cultivo, y fertilizantes usados
desempefian un claro impacto en la calidad y rendimiento de los granos de maiz
morado evaluados en esta investigacion, sin embargo, es importante realizar mas
andlisis sobre ello debido a que en el presente estudio se considerd solo una

temporada de cultivo y cosecha de las zonas estudiadas.

En cuanto a la composicion de los metabolitos primarios del maiz morado respecto
a otros granos, los contenidos de proteinas y de lipidos cuantificados en el estudio
actual son mayores que los presentados en otros granos como el arroz y cebada y
comparables con los contenidos reportados para el sorgo y trigo, dependiendo de la
variedad®® Estos datos contribuyen a generar nuevos estudios acerca de la
incorporacion del maiz morado como un cereal energetico alternativo con la ventaja

de sus altos contenidos de polifenoles como sera presentado a continuacion.

3.4. Contenido de compuestos fenolicos totales y antocianinas totales en el maiz

morado procedente de dos zonas geograficas

Como se presento en el capitulo I, los compuestos fendlicos en los cereales como el
maiz se encuentran en forma libre y ligada a la fibra dietética, por lo que en este
estudio se cuantificaron los compuestos fenolicos en las fracciones fenolicas libre y
ligada del grano y marlo de maiz morado procedente de las zonas de lray y
Chuquibamba. La caracterizacion del contenido de los fenolicos en ambas fracciones
es importante pues presentan diferentes propiedades funcionales relacionadas con la

salud humana.
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El contenido de fendlicos determinados en la fraccion libre y ligada de las muestras
de marlo y grano, asi como el contenido total de fendlicos (libre + ligada) se presenta
en la tabla 3.4.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




Tabla 3.4 Contenido de fenolicos totales (mg EAG/100g bs) y antocianinas totales (mg C3G/100g bs)

en muestras de marlo y grano de maiz morado

) LOCALIDAD
MUESTRA COMPUESTO FRACCION : :
lray* Chuquibamba* Corire**
libre 2961.94 + 1107.982 | 4424.82 + 426.762 1967.50 + 753.51
FENOLICOS TOTALES . a b
ARLO (mg EAG/100g bs) ligada 880.29 + 50.31 693.67 £ 31.89 809.20 £ 44.61
total 3842.22 +1089.62% | 5118.00 + 428.102 2776.69 + 794.73
ANTOCIANINAS TOTALES a a
(mg C3G/100g bs) 1935.31 + 692.42 2894.49 + 350.27 2724.33 + 319.07
libre 585.54+ 34.68° 888.90 + 84.142 760.39 + 242.39
FENOLICOS TOTALES . X a
(mg EAG/100g bs) ligada 166.37 + 33.89 200.56 + 8.58 190.59 + 25.53
GRANO
total 751.90 + 30.51° 1089.46 + 92.062 950.98 + 263.02
ANTOCIANINAS TOTALES a a
(mg C3G/100g bs) 327.88 £52.61 414,72 +59.45 503.95 + 143.59

*n=3, **n=4.Letras diferentes dentro de la misma fila indican diferencia estadistica significativa (p<0.05). La zona de Corire se ha incluido solo con

fines comparativos.

Fuente: Elaboracion propia
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En los contenidos de fendlicos de ambas fracciones (libre y ligada) se observo una
alta variabilidad y, por consiguiente, el contenido de fendlicos totales (libre + ligada)
por localidad. La fraccion libre presentd un mayor valor en el contenido de fendlicos
en las muestras de marlo y grano de ambas zonas respecto a la fraccion ligada.

Diferentes estudios han demostrado que la fraccion libre contiene un mayor
porcentaje de contenido fendlico respecto al contenido de fendlicos totales en granos
de maiz morado. Una investigacion reportd un 54.54 % en su fraccion libre de una
accesion (AREQ-084) proveniente de la regidon de Arequipa, y se concluy6 que el
contenido fendlico de la fraccidn libre estuvo asociado principalmente al contenido
de antocianinas - En otro estudio se observé que los granos de maiz de coloracion
morada presentaron un mayor contenido fendlico en la fraccion libre, con casi un
70% frente al contenido de fendlicos totales, y asocid el resultado principalmente a
las antocianinas G-

La mayor concentracion de contenido de fenélicos y antocianinas totales se encontrd
en las muestras de marlo de maiz morado de ambas zonas, demostrando un mayor
porcentaje de compuestos fendlicos en el marlo, que en el grano. Khampsan et al.
evaluaron diferentes partes del maiz morado siendo mayor el contenido de
antocianinas y fendlicos en el marlo, seguido del grano, cascara y pelos de la mazorca
®2)- Por otro lado, Harakotr et al. realizaron un analisis genético del contenido de
antocianinas, el contenido de fendlicos totales, y el contenido de antocianinas
monomeéricas en marlo y en grano, encontrando que el contenido de cianidina-3-
glucosido fue superior en el marlo, ademéas de presentar un mayor contenido de
fenolicos totales y antocianinas monoméricas que el grano ®® En otra investigacion
se ha reportado la influencia de la etapa de madurez en el contenido de fendlicos,
flavonoides y antocianinas totales en marlo y grano de maiz morado, concluyendo
que en la etapa madura de la variedad KND, el marlo tiene un mayor contenido de

antocianinas, flavonoides y fenolicos totales en comparacion con el grano 4

La zona de cultivo tuvo un efecto importante en el contenido de fendlicos y
antocianinas totales en las muestras de maiz morado. De acuerdo a la tabla 3.4, el
contenido de los compuestos fendlicos totales (libre + ligada) fue mayor en el marlo
de maiz morado de la zona de Chuquibamba; aunque, el analisis estadistico no reveld
diferencia significativa (p>0.05) por efecto de la zona de cultivo. (Anexo 11). En el

caso del grano, las muestras procedentes de Chuguibamba presentaron mayores

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

valores de fendlicos totales y fendlicos libres que las muestras de Iray (p<0.05)
(Anexo 12). Los contenidos fendlicos de las fracciones ligadas fueron similares en
las muestras de grano de ambas zonas, pero hubo diferencia significativa por efecto
de la zona de cultivo en el caso del marlo, siendo las muestras de Iray las que

presentaron los mayores valores.

En relacion al contenido de antocianinas totales de marlo y grano, a pesar de que se
obtuvo un mayor valor en la zona de Chuquibamba en ambas partes de la mazorca
de maiz morado; el analisis estadistico no reveld diferencia significativa (p>0.05) por
efecto de la zona de cultivo (Anexo 10). Esto pudo deberse a la alta variabilidad

observada en las réplicas biologicas procedentes de cada zona.

Se calcularon los coeficientes de Pearson para evaluar potenciales correlaciones entre
el contenido de antocianinas totales y el contenido de fendlicos en la fraccion libre,
ligada y total en las muestras de marlo y grano. Se encontrd una correlacion positiva
significativa entre el contenido de antocianinas y el contenido de fendlicos en la
fraccion libre (r = 0.9888, p<0.05) en las muestras de marlo, lo cual indicaria que en
estas muestras los fenolicos libres serian principalmente antocianinas. Asimismo, se
observé también una correlacion positiva significativa entre este parametro y el
contenido de fendlicos totales (libre + ligada) en las muestras de marlo (r = 0.9877,
p<0.05) lo que indica que el contenido total de fendlicos totales en las muestras de
marlo de maiz morado serian principalmente antocianinas. En el caso de las muestras
de grano no se encontré ninguna correlacion positiva entre el contenido de
antocianinas totales y el contenido de fenolicos totales (libre + ligada) (Anexo 15y
16).

De acuerdo a los resultados de esta investigacion, los contenidos de fendlicos y
antocianinas totales en general fueron mayores en las muestras de maiz morado de la
localidad de Chuquibamba. Esto podria deberse a diferentes factores, en esta zona
las condiciones geograficas y climaticas son diferentes en comparacion con Iray. La
altitud en Chuquibamba es mayor (2808 msnm) que en la zona de Iray (2099 msnm)
lo que implicaria una mayor exposicién a la radiacion UV en los cultivos de la
localidad. La radiacion UV se incrementa con la altitud, la explicaciéon de este
fendmeno es que la capa atmosférica en la altura es mas delgada, por lo que la
distancia de recorrido por los rayos UV es mas corta ®- Aunque no se pudieron

registrar las condiciones climéticas de Iray (Anexo 3) se observo in situ una
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diferencia con respecto a las condiciones climéticas, también se observé diferencia
con respecto a la sensacion térmica (menor en esta zona) comparada con la zona de
Chuquibamba. Las condiciones de la composicion del suelo y el tipo de agua de riego
podrian también contribuir a estas diferencias. Las condiciones medioambientales
como la temperatura minima en temporada seca, pueden afectar el contenido de
fendlicos totales, antocianinas totales y actividad antioxidante en muestras de maiz
morado aumentando los valores de estos compuestos - Otra investigacion reveld
que el cultivo de maiz morado a temperaturas bajas se asocia con una mayor
acumulacién de antocianinas y actividad antioxidante, concluyendo que a
temperaturas minimas y radiacion UV promueven una mayor biosintesis de
antocianinas; destacando de esta manera la importancia de la radiacion solar en los
cultivos de maiz morado ®”- Una alta radiacion solar y bajas temperaturas son
factores de estrés que estarian induciendo a la biosintesis de antocianinas y la
acumulacién de compuestos fendlicos en la mazorca de maiz morado y sus

componentes, como el marlo y la cascara ©®

Diferentes investigaciones reportan mayores valores de fendlicos totales y
antocianinas totales en el marlo de maiz morado. Este estudio comprobd los mismos
resultados, sin embargo, los valores encontrados en esta investigacién fueron
superiores a los reportados por otros investigadores. Un trabajo realizo pruebas con
marlos molidos de maiz morado provenientes de Lima, Pert, y obtuvo 4980 mg/100g
bs y 1430 mg/100g bs de contenido de fendlicos totales y antocianinas totales
respectivamente ©®- Otra investigacion reveld que las cascaras y el marlo de maiz
morado provenientes de Tailandia, son fuentes altas de compuestos fenolicos,
obteniendo valores de 2022.1 mg/100g bs y 2277. 4 mg/100g bs de antocianinas
totales y fendlicos totales respectivamente ©2- En otro trabajo se observaron
diferencias con respecto al contenido de antocianinas segun las partes de la mazorca
de maiz morado y su estado de madurez, siendo mayor el contenido en marlo frente
a las céscaras, los pelos y los granos; y en la etapa de mayor madurez reportando un
valor de 254 mg/100g bs ©®:

Con respecto a los valores de fenolicos totales y antocianinas totales determinados
en las muestras de grano, los valores obtenidos en el presente estudio son mas altos
que los reportados por otras investigaciones que también aplicaron metodologias

similares para la extraccion y cuantificacién de compuestos. Ranilla et al analizaron
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granos de maiz morado peruano (AREQ-084) reportando valores de 454.45 mg/100g
bs y 310.04 mg/100g bs de fendlicos totales y antocianinas totales
respectivamente’” En otro estudio, se report que los granos de maiz de color
oscuro (negrito chileno) presentaron un valor de 204.5 mg/100g bs en compuestos
fenolicos totales ®2 Cuevas et al analizaron maiz morado de Bolivia donde también
se cultiva la raza Kculli reportando valores de 611.7 mg/100g bs y 71.68 mg/100g bs
de contenido de fenolicos totales y antocianinas totales respectivamente®® Por otro
lado, Urias et al ® y Lopez et al “? reportaron mayores valores de fendlicos totales
(1331.3 mg/100g bs y 3400 mg/100g bs, respectivamente) en granos de maiz morado
de México, asi como también un mayor contenido de antocianinas (850 mg/100g bs).
La diferencia en la variedad utilizada (factor genético) y el origen geografico de las
muestras, pueden desembocar en estas diferencias, sin embargo, también pueden
estar relacionadas con diferencias en las condiciones agroclimaticas de cultivo, las
condiciones de cultivo y tratamiento post- cosecha aplicadas en cada caso. Existen
estudios que demuestran una influencia relativa del genotipo y las condiciones
ambientales sobre las propiedades antioxidantes que son dadas por los compuestos

fendlicos de los cultivos ¢ ©D:
3.5. Perfil de compuestos fenoélicos determinado por UHPLC-DAD

En las figuras 3.1 y 3.2, se muestran los cromatogramas tipicos obtenidos por
UHPLC-DAD en las fracciones fenolicas libres y ligadas, respectivamente, de las
muestras de grano de maiz morado procedente de las dos zonas evaluadas (lray y
Chuquibamba), adicionalmente se incluyé la zona de Corire para efectos
comparativos. En las tablas 3.5y 3.6, se presentan las caracteristicas de los espectros
de absorcion de cada pico detectado (tiempos de retencion y longitud de onda de
maxima absorcion) en las fracciones fenolicas libre y ligada, respectivamente, de las
muestras de grano de maiz morado. Esta informacion permitié identificar el tipo de

compuesto fendlico presente en cada muestra.
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Figura 3.1 Perfil cromatogréafico a 525nm de la fraccion fendlica libre (extractos de
antocianinas) del grano de maiz morado procedente de dos zonas geogréficas de la region
Arequipa . La zona de Corire se incluy6 con fines comparativos.

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 3.5 Tiempos de retencion y longitud de onda de méaxima absorcion de los picos de
antocianinas detectados a 525 nm en la fraccion fendlica libre (Figura 2.4) en el grano de

maiz morado.
(o]
Muestra pl?lco Tiempo de retencion (min) Amax(nNm)
1 8.2920 284.59 ; 532.85
2 8.5520 283.14 ; 523.25
3 9.3480 280.46 ; 515.85
IRAY
4 9.6580 281.51;516.50
5 9.7250 279.40 ; 517.86
6 9.9300 281.42 ;519.37
1 8.3580 284.20 ; 529.86
2 8.5730 282.81 ;522.58
3 9.3300 280.67 ; 515.79
CHUQUIBAMBA
4 9.7230 279.07 ; 517.56
5 9.9150 281.47 ;518.84
6 10.2870 281.72 ;517.99
1 8.2980 284.52 ;533.55
P, 8.5400 283.03 ; 522.60
3 9.3120 280.35;516.01
CORIRE
4 9.5580 280.35 ; 507.87
5 9.6880 279.62 ; 516.87
6 9.8920 280.81;517.93

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 3.2 Perfil cromatogréafico a 320nm de la fraccion fendlica ligada del grano de maiz
morado procedente de dos zonas geograficas de la region Arequipa.
La zona de Corire se incluy6 con fines comparativos.

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 3.6 Tiempos de retencion, longitud de onda de méxima absorcién e identificacion de los
picos detectados en la fraccion fendlica ligada (Figura 3.1) en el grano de maiz morado.

Muestra p’?:o ret-g Lecrinc'fr)mo((r]:fin) ()F]";;X) Compuesto identificado
1 10.560 309.72 acido p-cumarico
2 10.923 323.18 acido ferdlico
3 11.058 317.43 | derivado de acido ferulico
IRAY - — —

4 11.412 323.29 | derivado de acido ferulico
5 12.297 323.89 | derivado de acido ferulico
6 12.805 325.05 | derivado de acido ferulico
1 10.587 309.70 acido p-cumarico
2 10.952 322.84 acido ferdlico

CHUQUIBAMBA 3 11.088 317.56 der.ivado de ,élC.idO fer,L’JI-ico
4 11.442 323.61 | derivado de acido ferulico
5 12.327 323.92 | derivado de acido ferulico
6 12.835 324.96 | derivado de acido ferulico
1 10.592 309.76 acido p-cumarico
2 10.957 323.13 acido feralico
3 11.095 317.81 | derivado de acido ferulico

CORIRE : - e

4 11.448 323.46 | derivado de acido feralico
5 12.338 324.05 | derivado de acido ferulico
6 12.848 324.93 | derivado de acido ferulico

Fuente: Elaboracion propia

De acuerdo a la figura 3.1, los perfiles cromatograficos de la fraccion fendlica libre
del grano fueron relativamente similares en las tres zonas de cultivo (lray,
Chuquibamba y Corire), presentando varios picos especialmente entre los tiempos de
retencion de 8.2 a 10.2 minutos. De acuerdo a la informacion presentada en la tabla
3.5, los picos detectados corresponden a antocianinas debido a que sus espectros de
absorcion presentaron longitudes de maxima absorcion que variaron entre 280 — 284
nmy 515 — 533 nm.

En el caso de la fraccion fendlica ligada del grano (figura 3.2), los perfiles
cromatograficos fueron similares entre las tres zonas de cultivo, detectdndose
principalmente acidos fendlicos del tipo hidroxicindmico como el &cido p-cumarico
y acido feralico, aunque también se detectaron otros acidos fendlicos (a un tiempo

de retencion promedio entre 11.088 a 12.848 min) los cuales se identificaron como
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derivados de acido ferulico por las similitudes de sus espectros de absorcion (Amax
322.5 nm) con la del estandar puro (Amax 323.1 nm) (Tabla 3.6)

En la tabla 3.7, se muestran los contenidos de los compuestos fendlicos detectados

por UHPLC-DAD en las muestras de grano de maiz morado de las dos localidades
evaluadas, incluyendo la zona de Corire para efectos comparativos. Se puede
observar que los compuestos fendlicos mayoritarios en la fraccion libre fueron los
flavonoides como las antocianinas (53.50 a 106.03 mg/100g bs) seguido de los
derivados de quercetina (1.75 a 3.89 mg/100g bs). El acido fertlico fue el &cido
fendlico mas abundante encontrado en la fraccion ligada (107.76 a 153.38mg/100 g
bs) seguido por el acido p-cumarico (19.51 a 23.37 mg/100 g bs) y los derivados del
acido ferdlico (15.53 a 19.45 mg/100 g bs).

Segun el analisis estadistico, no hubo diferencia significativa en el contenido de
flavonoides de la fraccion fendlica libre del grano (antocianinas y derivados de
quercetina) en relacién a la zona geografica de cultivo (Chuquibamba e Iray). Con
respecto a la fraccion fendlica ligada, el grano de maiz morado procedente de
Chuquibamba presenté un mayor contenido de acido feralico en comparacion al
grano de maiz procedente de Iray (p < 0.05). Asimismo, el grano de Chuquibamba
presentd los mayores contenidos de compuestos fenolicos totales (libre + ligada) que
el de Iray (p < 0.05). En cuanto a las muestras de Corire, el grano de maiz de esta
zona presentd un mayor contenido de flavonoides que las muestras de lIray y
Chuquibamba; sin embargo, el contenido de acidos fenolicos totales fue el mas bajo
que el detectado en las zonas geogréaficas evaluadas. Estos valores pueden deberse a
diferencias en las variedades cultivadas en Corire, las cuales no pudieron

identificarse exactamente.
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Tabla 3.7 Contenido de compuestos fenélicos detectados por UHPLC-DAD (mg/100 g bs) en el grano de maiz morado de dos zonas geograficas de la

region de Arequipa

LOCALIDAD
COMPUESTO
IRAY CHUQUIBAMBA CORIRE*
Fraccion fendlica ligada
Acido p-cumarico 23 37 + 5.66% 19.51 + 1.002 20.64 £ 6.75
Acido ferlico 107.76 + 21.18P 153.38 + 9,12 108.93 + 18.62
Derivados de acido ferdlico® 17.41 + 2.442 19.45 + 1.662 1553+ 1.75
Total de acidos fendlicos 148.54 + 29,262 192.34 + 9,922 145.10 £ 25.63
Fraccion fenolica libre
.. 2
Derivados de quercetina3 175 + 1,582 3.89 + 1.342 330 + 2.54
Total flavonoides 55.25 + 6.78° 68.30 + 12.282 109.33 + 34.83
CONTENIDO FENOLICO TOTAL 203.79 + 29.48° 260.64 + 6.562 254 43 + 51.31

1: Expresado como 4cido ferulico, 2: Expresado como cloruro de cianidina, 3: Expresado como quercetina aglicona. Diferentes letras en las dos zonas

geograficas (Iray y Chuguibamba) indican diferencia significativa (p<0.05). *La zona de Corire se incluyé con fines comparativos

Fuente: Elaboracién propia
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En las figuras 3.3 y 3.4, se presentan los perfiles cromatogréaficos determinados por
UHPLC-DAD en las fracciones fendlicas libres y ligadas, respectivamente de las
muestras de marlo de maiz morado cultivado en las zonas geogréficas evaluadas (Iray
y Chuquibamba). En las tablas 3.8 y 3.9 se muestran las caracteristicas de los
espectros de absorcion de los picos detectados en las fracciones fendlicas libres y
ligadas, respectivamente de las muestras de marlo de las dos zonas geogréficas de
estudio. Adicionalmente, se incluyd la informacién de las muestras procedentes de

Corire con fines comparativos.

Los perfiles cromatograficos de la fraccion fendlica libre del marlo fueron
relativamente similares en las tres zonas de cultivo (Iray, Chuquibamba y Corire),
detectandose cinco picos a 525 nm especialmente entre los tiempos de retencién de
8.4 a 9.9 minutos. De acuerdo a las caracteristicas de sus espectros de absorcion,
estos compuestos corresponden a antocianinas (tabla 3.8). En el caso de la fraccion
ligada, los cromatogramas también fueron similares entre las tres zonas de cultivo,
detectandose principalmente acidos fendlicos del tipo hidroxicinamico como el acido
p-cumarico y acido feralico (figura 3.4). También se detectaron dos picos pequefios
(a un tiempo de retencion promedio de 11.037 a 11.073 min, 10.67 a 10.71 min) los
cuales fueron identificados como derivados de acido feralico y derivados de acido p-
cumarico, debido a la similitud de sus espectros de absorcién con los de los
estandares puros de acido ferulico y p-cumarico respectivamente (tabla 3.9).

En la Tabla 3.10 se muestran los contenidos de compuestos fendlicos detectados por
UHPLC-DAD en las muestras de marlo de maiz morado de las dos zonas geograficas
evaluadas, incluyendo la zona de Corire con fines comparativos. Los compuestos
fenolicos mayoritarios en la fraccion libre fueron los flavonoides como las
antocianinas (466.40 a 982.89 mg/100g bs) seguida por los derivados de quercetina
(25.30 a 177.16 mg/100g bs), mientras que el acido p-cumarico (390.53 a 476.39
mg/100g bs) fue el &cido fendlico mas abundante encontrado en la fraccion ligada,
seguido por el acido ferulico (230.73 a 379.83 mg/100g bs). Lo contrario fue
observado en el grano del maiz morado, donde el acido ferulico fue el &cido fendlico
mayoritario en la fraccion fendlica ligada. El contenido de antocianinas en el marlo

fue entre 9 a 15 veces mas alto que el encontrado en el grano.
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Figura 3.3 Perfil cromatogréafico a 525nm de la fraccion fendlica libre (extractos de
antocianinas) del marlo de maiz morado procedente de dos zonas geogréaficas de la region de
Arequipa. La zona de Corire se incluyo con fines comparativos

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 3.8 Tiempos de retencion y longitud de onda de méxima absorcion de los picos de

antocianinas detectados a 525 nm en la fraccion fendlica libre (figura 3.2) del marlo de maiz

morado.

Muestra N° pico T|empo((r::]eir:)e tencion Amax (NM)
1 8.3620 285.06 ; 537.05
2 9.3730 280.35 ; 515.64
IRAY 3 9.6370 278.83 ; 506.51
4 9.7470 279.80 ; 516.31
5 9.9570 281.29;517.41
1 8.2830 286.64 ; 537.01
2 9.3580 280.30 ; 515.99
CHUQUIBAMBA 3 9.6270 279.01 ; 505.86
4 9.7420 280.04 ; 517.20
5 9.9520 281.44 ; 518.69
1 8.3630 287.42 ;537.15
2 9.3670 280.36 ; 515.96
CORIRE 3 9.6480 278.76 ; 505.78
4 9.7380 279.83; 517.05
5 9.9450 283.13;519.14

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 3.4 Perfil cromatogréafico a 320nm de la fraccion fendlica ligada del marlo de maiz
morado procedente de dos zonas geograficas de la region Arequipa. La zona de Corire se incluyd
con fines comparativos.

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 3.9 Tiempos de retencion, longitud de onda de méxima absorcion e identificacion de los

picos detectados a 320nm en la fraccion fendlica ligada (Figura 13) en el marlo de maiz morado

Muestra pl?lgo e t-g Inecrirl’)%o((rjr?in) ();] mr:]") Compuesto identificado
1 10.533 309.99 acido p-cumarico
T 2 10.673 300.90 | derivado de acido p-cumarico
3 10.898 323.20 acido ferdlico
4 11.037 317.63 derivado de &cido ferdlico
1 10.572 309.95 acido p-cumarico
2 10.713 301.03 | derivado de acido p-cumarico
CHUQUIBAMBA - T
3 10.937 323.18 acido feralico
4 11.073 317.68 derivado de &cido ferdlico
1 10.557 309.98 acido p-cumarico
CORIEE 2 10.698 299.56 | derivado de acido p-cumarico
3 10.925 323.13 acido ferulico
4 11.062 316.77 derivado de &cido ferulico

Fuente: Elaboracion propia

Segun el analisis estadistico (anexo 14), la zona de cultivo tuvo un efecto significativo
(p<0.05) en los contenidos de antocianinas, los flavonoides totales, y fenolicos totales
(libre + ligada), siendo las muestras del marlo de maiz morado de la zona de
Chuquibamba las que presentaron los mayores valores comparados con las muestras de
Iray. En el caso de la fraccion fendlica ligada, el contenido total de acidos fendlicos
presentd diferencias significativas (p<0.05) por efecto de la zona de cultivo (lray y

Chuquibamba), siendo mayor el contenido de fendlicos totales en la zona de Iray.

En la tabla 3.11, se presentan los resultados de las correlaciones de Pearson entre las
variables evaluadas en el grano y marlo del maiz morado. En el caso de las muestras de
marlo, se encontro una correlacion positiva significativa (p<0.05) entre el contenido de
fenolicos totales por UHPLC (libre + ligada) y el contenido de antocianinas, los
derivados de quercetina y flavonoides. De la misma manera, se observo una correlacion
positiva significativa entre el contenido de antocianinas y el contenido de flavonoides y
entre el contenido total de &cidos fendlicos en la fraccion ligada y el contenido de acido
p-cumarico. Esto significa que, en las muestras de marlo, las antocianinas y los
derivados de quercetina contribuyen de forma importante en los contenidos de
compuestos fendlicos totales (libre + ligada), mientras que el acido p- cumarico es el
compuesto fendlico que contribuye significativamente en el total de acido fendlicos

asociados a la fibra dietética del marlo. Se observé una correlacion negativa significativa
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(p<0.05) entre el contenido total de &cidos fendlicos por UHPLC en la fraccion ligada y

el contenido de antocianinas, indicando que, a mayor contenido de antocianinas,
menores contenidos de &cidos fendlicos. Posiblemente, la ruta metabolica relacionada a
la biosintesis de antocianinas es estimulada en el maiz morado cultivado a mayor altura
por efecto de los diferentes factores de estrés como menor temperatura y mayor
radiacion UV, lo que estaria implicando una mayor conversion de los &cidos fenolicos

(moléculas mas simples) hacia la formacion de antocianinas ©2:
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Tabla 3.10 Contenido de compuestos fendlicos detectados por UHPLC-DAD (mg/100 g bs) en el marlo de maiz morado procedente de dos zonas geograficas

de Arequipa
LOCALIDAD
COMPUESTO
IRAY CHUQUIBAMBA CORIRE*
Fraccion fendlica ligada

Acido p-cumarico 476.39 + 8.37° 390.53 + 65.07° 399.22 + 34.86

Derivados de 4cido p- cumérico® 11,84 + 1.33° 11.61 + 1.05? 55.73 + 1.53
Acido ferdlico 379.83 + 20.02 321.58 + 42.72° 230.73 + 27.53

Derivados de acido ferdlico? 14.11 £ 2.978 13.06 + 1.83° 68.22 + 3.90

Total de acidos fenodlicos

882.17 + 15.43°

736.78 + 55.92°

753.90 £ 63.75

Fraccién fenolica libre

Antocianinas totales3

466.40 + 126.64°

982.89 + 68.42°

565.67 +58.29

Derivados de quercetina® 2530 + 1.84° 177.16  108.61° ND
Total flavonoides 491.70 + 127.31° 1160.05 + 41,228 565.67  58.29
CONTENIDO FENOLICO TOTAL 1373.87 + 114.78 1896.83 + 96.26° 1319.57 +90.38

'Expresado como acido p-cumarico, % Expresado como &cido fertlico, 3: Expresado como cloruro de cianidina, *: Expresado como quercetina aglicona. ND: no detectado. Diferentes

letras en las dos zonas geogréficas indican diferencia significativa (p<0.05). *La zona de Corire se incluyd con fines comparativos.

Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 3.11 Coeficientes de correlaciones de Pearson (r) entre las variables evaluadas

Muestra Variables Coeficiente (r)*
Antocianinas por UHPLC y contenido fenélico 0.9394
total por UHPLC (libre+ligada).

Flavonoides por UHPLC y contenido fenolico 0.9903
total por UHPLC (libre+ligada)
Antocianinas por UHPLC vy flavonoides por 0.9755
UHPLC.
Total de acidos fendlicos (ligada) por UHPLC 0.8724
Marlo y acido p-cumarico ligado. '
Derivados de quercetina y contenido fenolico 0.8612
total por UHPLC (libre+ligada) '
Antocianinas por UHPLC vy total de &cidos - 0.9481
fendlicos por UHPLC (ligada) '
Acido feralico y cenizas 0.8596
Acido p-cumarico y fibra cruda -0.8252
Derivados de quercetina y antocianinas por
UHPLC 0.8450
Grano Acido fertlico y contenido fenolico total por 0.9641
UHPLC (libre+ligada) '
Total de 4acidos fendlicos por UHPLC vy 0.9564
contenido fendlico total por UHPLC '
Acido ferulico y total de acidos fendlicos por
UHPLC 0.9869

*Diferencia significativa (p<0.05)

Fuente: Elaboracion propia

En las muestras de grano, se observo una correlacion positiva significativa (p<0.05)
entre el contenido de fendlicos totales (libre + ligada) con el contenido total de acidos
fenolicos y el contenido de acido ferulico. Asimismo, existi6 una correlacion
significativa positiva entre el contenido de los derivados de quercetina y el de
antocianinas. A diferencia de los observados en el marlo, los acidos fendlicos
principalmente el &cido ferulico, estarian contribuyendo significativamente al total de
compuestos fenolicos determinados por UHPLC en el grano de maiz morado. Estos
resultados también indicarian que la composicién en &cidos fendlicos de la fibra
dietética presente en el marlo y el grano del maiz morado son diferentes.
Adicionalmente, se observo una correlacion positiva significativa entre el contenido de

acido ferulico y el contenido de cenizas mientras que el contenido de acido p-cumarico
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y el contenido de fibra cruda presentaron una correlacion negativa significativa

(p<0.05). La fibra dietética se compone de una diversidad de macromoléculas donde los
acidos fenolicos como el &cido feralico forman enlaces covalentes entre tales estructuras
(arabinoxilanos ferulados), incluyendo también algunos compuestos minerales % 4
La correlacion inversa entre el &cido p-cumaérico y el contenido de fibra cruda, podria
deberse a diferencias en la composicion quimica de las diferentes fracciones que
componen la fibra dietética; sin embargo, son necesarios mas estudios para dilucidar el

porqué de esta relacion @

En la tabla 3.12, se presenta un resumen de las concentraciones de los compuestos
fendlicos reportados por diferentes estudios en el maiz morado procedente del Per( y de

otros origenes.
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Tabla 3.12 Compuestos fendlicos (mg/100g bs) detectados por cromatografia liquida en el grano y marlo de maiz morado segun diferentes estudios

GRANO
ORIGEN _ _ AUTOR
FRACCION LIBRE FRACCION LIGADA
ert é‘,Ci%O p-ouméricd B Ranilla L., Sarkar D., Shetty K.,
e - R 10 ' Chirinos R., y Campos D.
i N 22 383840 Ranilla L., Huamén C., Flores O.,
. acido p-cumaérico: 23.39-33. o
Peru cido ferdlico: 132.02-156.30 Shetty K. Ch'[r)'”gf)R" y Campos
antocianinas: 71.68 cid rico: 107.0
Bolivi acido p-cumaérico: 34.1 areo dp'ium?r'cf)'lg 0' Cuevas E., Hillebrand S., Antezana
ofivia acido feralico: 135.2 OSSR Y. A., y Winterhalter P. )
o - 5 B == Lopez L., Oliart R., Valerio G., Lee
México antocianinas : 83.7 acido ferdlico : 151 -152 . “2)
G., y Garcia H.
ORIGEN MARLO AUTOR
antocianinas: 119.14
Tailandia acido p-cumarico: 1.537 Kapcum C., y Uriyapongson J. ®®
acido ferdlico: 1.304
. L o Ccaccya, A. M., Soberdn Lozano,
Perl cianidina-3-glucosido: 1850 M., y Arnao Salas, 1. 7
Canada antocianinas: 96.52 Abdel M., Young C., Rabalski I. ©®

Fuente: Elaboracién propia

57




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @&  DE SANTA MARIA

En el caso de los granos de maiz morado, los rangos de antocianinas obtenidos en otros
estudios con maiz de Bolivia y México variaron entre 71.68 a 83.7 mg/100g bs, rango
superior al obtenido en la actual investigacion (53.5 — 64.4 mg/100g bs). Sin embargo,
las concentraciones de los acidos fendlicos como el &cido feralico (107.8 — 153.4
mg/100g bs) fueron comparables a los reportados por Ranilla et al " (132.02 — 156.30
mg/100g bs) y mayores a los publicados por Cuevas et al “- (19 mg/100g bs) en granos

de maiz morado de origen peruano y boliviano, respectivamente.

En el caso del marlo de maiz morado, muestras procedentes de Tailandia y Canada,
presentaron concentraciones mucho menores de antocianinas (96.52 — 119.14 mg/100g
bs) que los obtenidos en el presente estudio (466.4 — 982.9 mg/100g bs). Sin embargo,
un estudio realizado con muestras de marlo de maiz morado peruano de diferentes
regiones determind un valor superior de antocianinas (1850 mg/100g bs), reportando
que las muestras procedentes de Lima presentaron los mayores valores respecto a otras
zonas como Cajamarca y Abancay. La mayoria de estudios realizados en el marlo de
maiz morado analizan la fraccion fendlica libre con el fin de determinar el contenido y
perfil de antocianinas, Sin embargo, segun los resultados del presente estudio, el marlo
también contiene otros compuestos fendlicos como acido ferdlico, acido p- cumarico y
sus derivados, constituyendo una fuente importante de acidos fenolicos que podrian ser

utilizados en diferentes aplicaciones®”

Diferentes factores como la procedencia, la variedad estudiada (factor genético), las
condiciones agroclimaticas para el cultivo de maiz morado (tipo de suelo, riego,
fertilizacion y diferencias en el clima), tratamientos post- cosecha e incluso diferencias
en las metodologias analiticas podrian explicar las diferencias encontradas entre los
valores de los compuestos fendlicos determinados en el presente estudio respecto a lo
reportado por otros investigadores. En un estudio realizado en Arequipa se reportaron
diferencias significativas en las caracteristicas fisicas, y en el contenido de compuestos
fenolicos por efecto de la variedad del maiz morado, cuando se sembraron tres
variedades diferentes en el mismo tipo de suelo y con el mismo tratamiento siendo la
variedad modificada PM-581 la que obtuvo el mayor valor de fendlicos totales - En
otro caso, se reportd que una mayor fertilizacién con nitrégeno permitié un aumento en
el contenido total de acidos fendlicos ligados y de los carotenoides en diferentes
variedades de maiz, sin embargo, los contenidos de acido ferulico, p- cumarico y
antocianinas no mostraron diferencias significativas por efecto de la tasa de fertilizacion

con nitrégeno ©%

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA
En el presente estudio, las muestras de maiz morado de la misma variedad comercial y

procedentes de la zona de Chuquibamba e Iray fueron cultivadas de forma organica con
similares procedimientos de riego y cultivo (Anexo 2). La composicion del tipo de suelo
y del agua utilizada en cada zona geogréfica no fueron determinadas y podrian contribuir
en las diferencias observadas. Sin embargo, la variacion en los perfiles y contenidos de
compuestos fenolicos en las muestras de maiz morado analizadas en el presente estudio
podria estar principalmente relacionadas con las diferencias de las condiciones
climéticas y de altitud de las zonas geograficas evaluadas. EI maiz morado cultivado en
la zona de Chuquibamba present6 los mayores valores de flavonoides (antocianinas y
derivados de quercetina) en el marlo y de &cido ferulico en el grano, ademas de presentar
una mayor concentracion de compuestos fendlicos totales (fraccion libre + fraccion
ligada) en grano y marlo comparado con los valores encontrados en el maiz morado de
la zona de Iray. La zona de Chuquibamba presenta rangos de temperaturas bajas (4.3 —
5.5°C) y esta localizada a una mayor altitud que la zona de Iray. Una mayor altitud sobre
el nivel del mar tiene una correlacién positiva con una incidencia mayor de radiacion
solar. Estos factores de estrés climaticos estarian promoviendo una mayor biosintesis de
compuestos fenodlicos como mecanismos de defensa de la planta % Fisher y
Ludders han demostrado que una altitud aproximadamente entre 2820 -3000 msnm
influye significativamente en el aumento de la biosintesis de compuestos bioactivos por
la radiacién solar emitida a una mayor altitud. En otro estudio se encontr6 una
correlacion positiva entre la intensidad de radiacion UV, la altitud y concentracion de

antocianinas totales ©°:

En el caso de lazona de Corire, los valores de los compuestos fenolicos totales (fraccion
libre + fraccion ligada) en el marlo fueron menores a los encontrados en las muestras de
Chuquibamba e Iray, estas diferencias pueden deberse a varios factores como las
condiciones de cultivo diferentes aplicadas en esta zona (Anexo 2), el uso de diferentes
variedades o sus mezclas (informacién no reportada por los productores), ademas de las

diferencias climaticas y de altitud (zona a menor altura).

En el Peru, el maiz morado es altamente consumido en bebidas, postres entre otros y ha
adquirido una alta demanda por sus diferentes propiedades bioactivas como capacidad
antioxidante y potenciales propiedades preventivas contra el cancer, la diabetes y la
obesidad segun diferentes estudios in vivo e in vitro (08 @0 G- Este es el primer estudio
que se realiza en Arequipa, en relacion a la variabilidad de los compuestos fendlicos

antioxidantes del maiz morado cultivado en dos zonas geograficas de cultivo de la
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region. Los resultados de la presente investigacion constituyen informacion cientifica

preliminar para posteriores investigaciones que permitan contribuir con la mejora de la
cadena productiva de maiz morado en Arequipa para diferentes aplicaciones a nivel
industrial y para la salud humana con respecto a sus propiedades bioactivas.

3.6. Influencia de las caracteristicas fisicas del maiz morado sobre el contenido de
polifenoles y antocianinas totales

Las caracteristicas fenotipicas de un cultivo como las caracteristicas fisicas de la planta
y fruto, composicion quimica, caracteristicas agronémicas como el rendimiento,
resistencia a plagas, entre otras, dependen de varios factores (0 sus interacciones) como
los genéticos, condiciones agrondmicas (tipo de suelo, fertilizacion, etc), caracteristicas
climaticas, o zona geogréfica de cultivo %Y En el caso del maiz morado del presente
estudio, se trabajo con la misma variedad comercial, en el mismo estado de madurez y
las condiciones de manejo de cultivo fueron similares (cultivo tipo organico).
Posiblemente hubo diferencias en la composicion del suelo y agua utilizadas (que no
fueron medidas), sin embargo, las diferencias en las condiciones climaticas y de altitud
de cada zona geografica evaluada pudieron también haber influido de manera
importante en las diferencias encontradas en las caracteristicas fisicas del maiz morado
y su composicion fenolica como ha sido previamente presentado en los items 3.2, 3.3,
3.4y35.

Para determinar si hay alguna relacién entre los caracteres fisicos del maiz morado y la
composicién fenolica del mismo, se calcularon los coeficientes de correlacion de
Pearson entre todos los resultados de los caracteres fisicos medidos en las mazorcas y
el grano, con los resultados de la composicion en compuestos fendlicos del grano y el
marlo del maiz morado procedente de las dos zonas geograficas de estudio (Tabla 3.13

y 3.14, respectivamente).

En el caso del grano, los resultados muestran correlaciones negativas significativas
(p<0.05) entre el contenido fendlico total y el ancho y el peso de 100 granos. Ademas,
se obtuvo una correlacién negativa entre el peso de 100 granos y el contenido de

antocianinas, cuando los fendlicos fueron analizados por el método de UHPLC-DAD.

En el caso de los resultados de compuestos fendlicos determinados con métodos
espectrofotométricos, las correlaciones también fueron negativas y significativas
(p<0.05) entre el contenido de fenolicos totales (fraccion libre + fraccion ligada) y

antocianinas totales con el ancho de grano, longitud de grano y peso de 100 granos®”-

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~  DE SANTA MARIA
Tabla 3.13 Correlaciones de Pearson (r) entre las caracteristicas fisicas del maiz morado de las

zonas geograficas de estudio y el contenido de polifenoles y antocianinas en el grano de maiz

morado
Método Variables Coeficiente (r)*

Ancho del grano y contenido fendlico total (libre +
ligada) -0.9026
Ancho del grano y total &cidos fendlicos -0.8548

UHPLC — DAD | Peso de 100 granos y contenido fenolico total (libre + 10.9290
ligada)
Peso de 100 granos y total &cidos fendlicos -0.9432
Peso de 100 granos y antocianinas -0.8784
Ancho de grano y fenolicos (libre) -0.9273
Ancho de grano y fendlicos totales (libre+ligada) -0.9293
Ancho de grano y antocianinas totales -0.8757
Longitud de grano y fenolicos (libre) -0.9645
Longitud de grano y fendlicos totales (libre+ligada) -0.9675

Espectrofotometria

Longitud de grano y antocianinas totales -0.9880
Peso de 100 granos y fendlicos (libre) -0.8711
Peso de 100 granos y fendlicos (ligada) -0.8240
Peso de 100 granos y fendlicos totales (libre+ligada) -0.8410
Peso de 100 granos y antocianinas totales -0.8566

*Diferencia significativa (p<0.05)

Fuente: Elaboracion propia

Estas correlaciones negativas estarian indicando que los granos con menor tamafio y
peso (caracteristicas del maiz morado cultivado en Chuquibamba) presentan mayores

contenidos de compuestos fenolicos como las antocianinas y acidos fendlicos.

En el caso de marlo, s6lo el diametro de la mazorca presento correlaciones significativas
(p<0.05) con los valores de composicion fendlica del marlo, observandose
principalmente correlaciones negativas entre el contenido fendlico total y antocianinas
totales con el diametro de la mazorca cuando se utilizaron los métodos por UHPLC y
los métodos espectrofotométricos. Ninguna caracteristica fisica del marlo (diametro y
peso) mostro correlacion con los valores de composicion en fendlicos del marlo, y solo
el didmetro de mazorca y el contenido total de &cidos fendlicos mostraron una

correlacion positiva significativa (p<0.05).
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Estos resultados significan que, a mayor didmetro de mazorca, mayores contenidos de
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acidos fenodlicos, pero menores concentraciones de fenolicos totales y antocianinas en
el marlo. Sin embargo, serian necesarios méas estudios controlando adecuadamente todos
los pardmetros agrocliméticos (incluyendo el tipo de suelo y agua) con el fin de
determinar las relaciones més relevantes entre las variables fisicas y de composicion.
No se han encontrado estudios sobre la posible influencia de los caracteres fisicos del
maiz (mazorca o grano) sobre su composicién en flavonoides y acidos fendlicos, sin
embargo, varios trabajos han reportado que la variedad (factores genéticos), la etapa de
desarrollo, y la ubicacion geogréfica del cultivo pueden afectar significativamente la

acumulacion de diferentes compuestos fenolicos en el maiz ¢ €9

Tabla 3.14 Correlaciones de Pearson (r) entre las caracteristicas fisicas del maiz morado de las
zonas geograficas de estudio y el contenido de polifenoles y antocianinas en el marlo de maiz

morado.
Método Variables Coeficiente (r)*

Diametro de mazorca y total acidos fendlicos 0.8327

UHPLC-DAD Diametro de mazorca y contenido fendlico total (libre + ligada) -0.8598
Diametro de mazorca y antocianinas -0.9221

Diametro de mazorca y fenolicos (libre) -0.9597

Diametro de mazorca y fenolicos (ligada) 0.8628

Espectrofotometria Diametro de mazorca y fenolicos totales (libre+ligada) -0.9427
Diametro de mazorca y antocianinas totales -0.9688

*Diferencia significativa (p<0.05)

Fuente: Elaboracion propia
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CONCLUSIONES

1. El maiz morado (grano y marlo) de las dos zonas geogréficas evaluadas (Chuquibamba e
Iray) constituyen grandes fuentes de compuestos fendlicos tanto en su fraccion fenodlica
libre como en la fraccion fendlica ligada a la fibra dietética, presentando variacion en
algunas caracteristicas por efecto de la zona geografica de cultivo.

2. Las caracteristicas fisicas (tamafio de mazorca, numero de hileras de mazorca y dimensiones
del grano) del maiz morado cultivado en Iray y Chuquibamba fueron similares, excepto en
el peso total de granos por mazorca, peso de 100 granos y didmetro de la mazorca, caracteres

que se relacionan con el rendimiento y que fueron mayores en las muestras de Iray.

3. La composicion quimico proximal de grano fue similar en las muestras procedentes de
ambas zonas evaluadas, sin embargo, los valores de cenizas y fibra cruda fueron superiores
en las muestras del maiz morado cultivado en Chuquibamba (1.78% y 2.61%) frente a las
muestras de Iray (1.44% y 1.51%).

4. Independientemente de la zona de procedencia, las muestras de marlo (3842.22 mg
EAG/100g bs y 5118 mg EAG/100g bs) presentaron mayores concentraciones de
compuestos fendlicos totales que el grano (751.90 mg EAG/100g bs y 1089.46 mg
EAG/100g bs). Ademas, los compuestos fendlicos libres, principalmente como antocianinas
totales, fueron la fraccion fendlica mayoritaria en el marlo y en el grano respecto a los

compuestos fenélicos ligados.

5. Los contenidos de compuestos fenolicos de la fraccion libre y total (libre + ligada) fueron
mayores en las muestras de grano del maiz morado cultivado en la zona de Chuquibamba
(888.9 y 1089.5 mg EAG/100g bs), mientras que el marlo del maiz morado procedente de
Iray presentd valores mas altos de compuestos fendlicos (880.3 mg EAG/100g bs) en su

fraccion ligada.

6. El analisis por UHPLC-DAD confirm6 la presencia de antocianinas y derivados de
quercetina en la fraccion fenolica libre de marlo y grano del maiz morado de ambas
procedencias, mientras que en la fraccion ligada se detectaron solo acidos fenélicos, como
el acido ferulico (107.76 mg/100g bs y 153.38 mg/100g bs) y el acido p-cumarico (476.39
mg/100g bs y 390.53 mg/100g bs) que fueron los compuestos mayoritarios en el grano y

marlo de las zonas de Iray y Chuquibamba, respectivamente.

7. El maiz morado cultivado en Chuquibamba se caracterizd por presentar los mayores valores

de compuestos fenolicos totales (libre + ligada) cuantificados por UHPLC-DAD en el marlo
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y grano (1896.8 y 260.6 mg/100g bs, respectivamente), de antocianinas en el marlo (982.9
mg/100g bs), y de &cido feralico (153.4 mg/100g bs) en el grano del maiz.

8. Las caracteristicas fisicas del maiz morado (mazorca, grano y marlo) se correlacionaron
inversamente con los contenidos de fendlicos y flavonoides, indicando que los granos con
menor peso y mazorcas con menor diametro, presentarian mayores contenidos de
compuestos fendlicos como antocianinas y acidos fendlicos.
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RECOMENDACIONES

1. Este esel primer estudio que se realiza en Arequipa, con muestras de maiz morado cultivado
en dos zonas geogréficas de la zona, con el fin de analizar la variabilidad de los contenidos
y perfiles de compuestos polifendlicos asociados a propiedades bioactivas de interés
nutracéutico. Sin embargo, es importante tener en cuenta que este estudio constituye una
base preliminar de informacion cientifica importante, para posteriormente aplicarla en
investigaciones futuras que permitan la valorizacion de la biodiversidad del maiz morado

peruano y la mejora de la cadena productiva del mismo en la region.

2. Realizar investigaciones en donde se evalué el efecto de las diferentes variables
agrocliméticas directamente sobre las propiedades bioactivas con campos de cultivo

controlando factores ambientales para una mayor exactitud.

3. Evaluar las propiedades bioactivas de la variedad nativa morado cantefio para identificar la
correlacion con el contenido de compuestos fenélicos reportados en esta investigacion para
una mayor contribucion al estudio del maiz morado y sus beneficios en la salud humana.

4. Este estudio se ha realizado en granos y marlos crudos de maiz morado, sin embargo, es
necesario determinar el efecto de las diferentes preparaciones con maiz morado (tales como
chicha morada, chicha de jora, mazamorra morada, harina de maiz para postres) sobre su
composicion en compuestos fenolicos antioxidantes, con el fin de determinar las cantidades

de estos compuestos que realmente estarian disponibles para los consumidores.
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ANEXOS

REPOSITORIO DE

Anexo 1:

Fotos de los procesos utilizados en la metodologia de la investigacion

Figura 3.6 Proceso de extraccion de antocianinas de muestras de marlo y grano segin método de

Lao et al®
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Figura 3.7 A) Aplicacion del extracto de antocianinas en columna SPE C18 B) Lavado de
columna C) Elucién de muestra en balén para rotaevaporacion

Figura 3.8 Concentracion de antocianinas purificadas en rotavapor Buchi
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Figura 3.10 Preparacion de muestra despues de extraccion para medicion de contenido de

antocianinas totales empleando el método de pH diferencial
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Figura 3.11 Preparacion de cubetas en I) buffer KCI (pH 1.0/ color rojo) y I1) buffer
CHsCOONa (pH 4.5/ color violeta claro) para método de pH diferencial
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Anexo 2:

Informacion recolectada de las zonas de cultivo evaluadas, por parte de los agricultores,

sobre manejo de su cultivo de maiz morado

A. Cosechadas de la provincia de Condesuyos

PRE- SIEMBRA* SIEMBRA/CRECIMIENTO*
DISTRITO | Preparacion Fertilizante Meses Control Plagas
de tierra (Afo 2017) | de maleza g
Iray Arado Compost Noviembre
Gusano
Chuquibamba Ml cogollero
9 Arado Compost Noviembre g
COSECHA* POST-COSECHA*
DISTRITO Meses ! .
(Afio 2018) Tipo Secado Almacenamiento
Iray Mayo Directo al sol (| Solo se almacena la semilla
- Manual en sacos que se usara para el proximo
Chugquibamg Mayo extendidos) cultivo

*Datos e informacién real recolectada de los duefios del cultivo

B. Recolectadas de la provincia de Castilla

PRE- SIEMBRA* SIEMBRA/CRECIMIENTO*
DISTRITO | Preparacion Fertilizante Meses Control de Plagas
de tierra (Afo 2017) maleza g
. Arado de . Gusano de
Corire disco, NPK Junio Desh'ler_bado tierra o
quimico
surcado cortador
COSECHA* POST-COSECHA*
DISTRITO Meses . .
(Afio 2018) Tipo Secado Almacenamiento
. Directo al sol Solo se almacena la semilla
Corire . , L
Noviembre Manual (‘en sacos que se usara para el proximo
extendidos) cultivo

*Datos e informacion recolectada de INIA-Corire, Anexo Santa Elena
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Anexo 3:

Condiciones climaticas de las zonas de recoleccion durante la época de siembra

A. Chuquibamba: Periodo noviembre 2017- mayo 2018

CODIGO ANO | NOV DIC ENE FEB MAR | ABR MAY
Humedad 2017 45 60 - - - - -
relativa 2018 - - 73 81 73 66 45
Precipitacion | 2017 0.0 7.3 - - - - -
total mensual | 2018 - - 24.1 21.1 16.3 10.1 0.0
Temperatura | 2017 17.9 17.7 - - - - -
maxima 2018 - - 17.0 16.3 17.4 17.0 18.8
Temperatura | 2017 4.7 4.9 - - - - -
minima 2018 - - 5.0 4.8 55 4.9 4.3
Direcciony | 2017 | SE-1,4 | SE-1,9
velocidad del | 2018 SE-1.8 | SE-1.5 | SE-1.6 | SE-1.6 | SE-1.6
viento

Fuente: SENAMHI Arequipa

B. Aplao (Corire): Periodo abril 2017-enero 2018

CODIGO ANO | ABR | MAY | JUN | JUL |AGOS| SET | OCT | NOV | DIC ENE
Humedad 2017 69 71 72 73 71 72 64 63 65 -
relativa 2018 - - - - - - - - - 65
Precipitacion | 2017 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.5 0.0 0.0 0.0 -
total mensual | 2018 - - - - - - - - - 3.0
Temperatura | 2017 | 304 26.6 25.2 24.3 24.8 26.3 29.0 29.5 29.8 -
maxima 2018 - - - - - - - - - 30.1
Temperatura | 2017 | 15.8 12.9 9.9 8.5 7.5 10.2 11.0 12.4 14.9 -
minima 2018 - - - - - - - - - 16.4
Direccién y 2017 | SE- SE- SE- SE- | SE-1.9 | SE-2.0 | SE- SE- SE- -
) 2.2 1.7 15 1.4 2.0 2.5 2.4
veloc_ldad del 2018 . . . 5 . - . : . SE-
viento 57

Fuente: SENAMHI Arequipa
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Anexo 4:

Curva estandar de &cido galico para la cuantificacion por espectrofotometria de

compuestos fendlicos

1.6 1

14 y =30.893x + 0.0228

; R2 = 0.9984
12

1.0
0.8 1

06 1

Absorbancia a 755 nm

0.4 1

02 1

0.0-llllllllllllllllllllllllllllllllllIllllllllllllll
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025 0.030 0.035 0.040 0.045 0.050

acido galico (mg/ml)
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Curva de compuestos standard para la cuantificacion de compuestos fenélicos por

UHPLC-DAD

. COEFICIENTE DE
COMPUESTOS ECUACION GENERAL CORRELACION (R?)
Acidos fenélicos
Acido p-cumarico Y= 4*106X — 1501.6 0.9989
Acido ferdlico Y= 3*%106X + 411.47 0.9997
Flavonoides
Cloruro de cianidina Y= 3*106X — 611.92 0.9988
Quercetina aglicona Y= 2%106X — 320.00 0.9990
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Anexo 6:
Anélisis estadistico para evaluar los parametros fisico-quimicos de las muestras de
marlo cosechadas de la zona de Iray y Chuquibamba
1. Variable: Peso
Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.0744)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.3449 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

2. Variable: Didmetro

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.2731)

Contraste Valor -p Significacién
Iray - Chuquibamba 0.5432 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

3. Variable: Humedad

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.2895)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.1075 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo
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Anexo 7:

Anélisis estadistico para evaluar los parametros fisico-quimicos de las muestras de

grano cosechadas de la las zonas de Iray y Chuquibamba

1. Variable: Peso

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.9476)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.0129 *
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

2. Variable: Peso 100 granos

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.9755)

Contraste Valor -p Significacién
Iray - Chuquibamba 0.0230 *
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

3. Variable: Porcentaje de grano en mazorca

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.2800)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.3211 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

4. Variable: Humedad

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.3609)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.2226 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo
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5. Variable: Grasa

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.6958)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.3591 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

6. Variable: Proteinas totales

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.4859)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.2551 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

7. Variable: Fibra Cruda

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.1217)

Contraste Valor -p Significacién
Iray - Chuquibamba 0.0436 *
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

8. Variable: Cenizas

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.6632)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.0129 *
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo
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9. Variable: CHOS

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.5136)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.8272 NS
*Diferencia significativa (p<0.05) / NS: No significativo
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Anexo 8:

Evaluacion de metodologias segun Jing & Giusti, Jing et al, y Lao et al para la

extraccion de antocianinas totales

Previamente fueron analizadas las concentraciones de antocianinas totales
expresadas como mg equivalentes de cianidina-3-glucosido (C3G) por 100g de muestra
en base seca (bs) de los valores obtenidos por tres tipos de extraccion realizadas a las
muestras para evaluar el método Optimo de extraccion. Se cuantificaron mediante el
método de pH diferencial, para la determinacién del contenido total de antocianinas
monoméricas, basado en el cambio estructural del croméforo de antocianinas entre pH
1.0y4.5 @

En la tabla 7.1 se muestra el contenido de antocianinas totales de los tres tipos
de extraccion (1, 11 y I11), el método Il obtuvo el mayor valor (2151.67 mg C3G/100g bs,
el solvente de extraccion fue 50 por ciento de etanol acidificado con 0.01% de HCI 6N)
y el menor valor fue del tipo de extraccion 11 (1147.99 mg C3G/100g bs, el solvente de
extraccion fue acetona al 70% acidificado con 0.01% de acido clorhidrico 6N). El analisis
estadistico revel6 diferencia significativa (p<0.05) con respecto al tipo de extraccion entre
los métodos | y I con el método I11. Por tal motivo la extraccion de antocianinas totales
fue realizada con el 11 tipo de extraccion. (Anexo 9)

Tabla 3.15 Valores de contenido de antocianinas totales en pruebas de tipo de extraccion

TIPODE ANTOCIANINAS TOTALES
EXTRACCION (mg C3G/100g bs)
I 1240.69 + 43.472
I 1147.99 * 8.402
1 2151.67 + 84.82"

Los resultados son expresados como el promedio + DS. Letras diferentes dentro de la misma columna
indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
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Anexo 9:
Anélisis estadistico para evaluacion de metodologias segun Jing & Giusti (l), Jing et al

(M), y Lao et al (111) para la extraccion de antocianinas totales

Andlisis de la Varianza (ANOVA)

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado medio | Razon-F | Valor-p
Entre grupos 1845834.96 2 922917.48 302.46 0.0000
Intra grupos 18308.22 6 3051.37
Total 1864143.18 8
Prueba de Tukey
Tratamiento | Tamafio Muestra Media Grupos Homogéneos
] 3 124069 | A
1 3 114799 | A
Il 3 2151.67 B
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Anexo 10:

Andlisis estadistico para evaluar el contenido de antocianinas totales en muestras de

marlo y grano de las zonas de Iray y Chuquibamba

1. Marlo

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.4075)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.0990 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

2. Grano

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.8784)

Contraste Valor -p Significacién
Iray - Chuquibamba 0.1310 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo
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Anexo 11:
Andlisis estadistico para identificar diferencias significativas entre las muestras de

marlo del distrito de Iray y el distrito de Chuquibamba de acuerdo al contenido de
fenoles totales en su fraccion fendlica libre, ligada y total

1. Fraccion libre

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.2584)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.0998 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

2. Fraccion ligada

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.5734)

Contraste Valor -p Significacién
Iray - Chuquibamba 0.0056 *
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

3. Contenido total de polifenoles (libre + ligada)

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.2674)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.1320 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo
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Anexo 12:

Anélisis estadistico para identificar diferencias significativas entre las muestras de grano

del distrito de Iray y el distrito de Chuquibamba de acuerdo al contenido de fenoles

totales en su fraccion libre, ligada y total

1. Variable: Fraccién libre

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.2906)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.0045 *
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo
2. Variable: Fraccion ligada
Prueba T de student de varianzas homogéneas
Prueba F, valor p (0.1203)
Contraste Valor -p Significacién
Iray - Chuquibamba 0.1655 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo
3. Variable: Contenido total de polifenoles (libre + ligada)
Prueba T de student de varianzas homogéneas
Prueba F, valor p (0.1979)
Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.0038 *

*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo
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Anexo 13:
Andlisis estadistico para identificar diferencias significativas entre las muestras de

marlo del distrito de Iray y el distrito de Chuquibamba de acuerdo al perfil fendlico por
UHPLC-DAD

1. Variable: Acido p-cumarico de la fraccion ligada

Prueba T de student de varianzas heterogéneas

Prueba F, valor p (0.0325)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.1516 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

2. Variable: Derivados de acido cumarico de la fraccion ligada

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.7634)

Contraste Valor -p Significacién
Iray - Chuquibamba 0.8291 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

3. Variable: Acido ferllico de la fraccion ligada

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.4181)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.0750 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

4. Variable: Derivados de 4cido ferulico de la fraccion ligada

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.5506)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.6296 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo
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5. Variable: Cloruro de cianidina en fraccion libre

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.4518)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.0034 *
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

6. Variable: Quercetina en fraccion libre

Prueba T de student de varianzas heterogéneas

Prueba F, valor p (0.0006)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.1365 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

7. Variable: Acidos fendlicos totales en la fraccion ligada

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.1473)

Contraste Valor -p Significacién
Iray - Chuquibamba 0.0108 *
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

8. Variable : Flavonoides totales en la fraccién libre

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.1898)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.0010 *
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo
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9. Variable: Compuestos fendlicos totales (libre + ligada)

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.8173)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.0038 *
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo
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Anexo 14:
Anélisis estadistico para identificar diferencias significativas entre las muestras de grano

del distrito de Iray y el distrito de Chuquibamba de acuerdo al perfil fenélico por
UHPLC-DAD

1. Variable: Acido p-cumarico en la fraccion ligada

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.0604)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.3100 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

2. Variable: Acido fer(lico en la fraccion ligada

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.3126)

Contraste Valor -p Significacién
Iray - Chuquibamba 0.0266 *
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

3. Variable: Derivados de &cido fertlico en la fraccion ligada

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.6332)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.2976 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo

4. Variable: Cloruro de cianidina en la fraccién libre

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.4384)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.2030 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo
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5. Variable: Quercetina en la fraccion libre

Prueba T de student de varianzas homogéneas

Prueba F, valor p (0.8421)

Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.1480 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo
6. Variable: Acidos fendlicos totales en la fraccion ligada
Prueba T de student de varianzas homogéneas
Prueba F, valor p (0.2062)
Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.0700 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo
7. Variable : Flavonoides totales en la fraccion libre
Prueba T de student de varianzas homogéneas
Prueba F, valor p (0.4672)
Contraste Valor -p Significacién
Iray - Chuquibamba 0.1826 NS
*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo
8. Variable: Compuestos fenolicos totales (libre + ligada)
Prueba T de student de varianzas homogéneas
Prueba F, valor p (0.0943)
Contraste Valor -p Significacion
Iray - Chuquibamba 0.0311 *

*Diferencia significativa (p<0.05)
NS: No significativo
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Anexo 15:

Anélisis estadistico para evaluar correlaciones en muestras de marlo, de las zonas

estudiadas (Iray- Chuquibamba)

Correlaciones lineales de Pearson

ngg ||§:S Cloruro de | Flavonoides C?enr:gijiizt:s

(fraccién libre) cianidina totales totales
Fenolicos totales (libre) - - 0.8575° -
Fendlicos totales (ligada) - -0.9460? -0.9316° -0.8854?
Fenolicos totales 0.99757 0.8184° 0.8250° 0.84437
(libre + ligada)
Antocianinas totales 0.9888% 0.8506% 0.8493% 0.8569?
Acido ferlico - -0.83022 -0.8129% -
Acidos fendlicos totales i -0.9512° .0.8953¢ -0.8249°
(libre + ligada)
Cloruro de cianidina 0.8527?2 - - -
Flavonoides totales - 0.98072 - -
Compuestos JrBjCes 0.8707° 0.9484% 0.9903" ;
totales

2 Diferencia significativa (p < 0.05)
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Anexo 16:

Anélisis estadistico para evaluar correlaciones en muestras de grano, de las zonas

estudiadas (Iray- Chuquibamba)

Correlaciones lineales de Pearson

Fendlicos Acido Acidos Compuestos
totales feralico fendlicos fendlicos
(libre + ligada) totales totales
Peso 100 granos -0.8948° -0.9649° -0.9405? -0.90442
Grasa - - -0.8379? -
Cenizas 0.9023% 0.85212 - -
Fendlicos totales (libre) 0.99302 0.82192 - -
Fendlicos totales (ligada) - 0.90462 0.9534% 0.8667%
Fendlicos totales
(libre + ligada) : ] ) )
Acido fertlico 0.8765? - - -
Acidos fenolicos totales - 0.98722 -
Eef".’ados de acido ) 0.8191° | 0.8775° i
erulico

Compuestos fenolicos 4 :
totales - 0.9712 0.9636 -

2 Diferencia significativa (p < 0.05)
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