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RESUMEN

La presente investigacion tuvo por objetivo determinar la capacidad antioxidante del maiz tipo
Cabanita (Zea mays L.) proveniente de 5 puntos geogréaficos de la provincia de Cayllomay de
la provincia de Castilla (total 10 puntos geogréaficos) de la region Arequipa aplicando los
métodos de inhibicion de los radicales libres ABTS™" (&cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-
6-sulfonico) y DPPH* (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). Esta propiedad fue evaluada en las
fracciones fendlicas libre, ligada, hidrofilica y lipofilica de cada muestra. Las muestras de maiz
Cabanita (Zea mays L.) de ambas provincias presentaron mayormente granos con pericarpio de
pigmentacion blanca y parcialmente rojizas. Todas las muestras de maiz Cabanita (Zea mays
L.) presentaron capacidad antioxidante con ambos métodos, siendo los valores mayores en las
fracciones fendlicas ligadas (2583 a 4041 umol ET/100 g bs, 642 a 948 umol ET/100 g bs, con
los métodos de inhibicion del ABTS " y del DPPH", respectivamente) que en las fracciones
fendlicas libres (37 a 107 umol ET/100 g bs, 35 a 93 umol ET/100 g bs, con los métodos de
inhibicion del ABTS"* y del DPPH", respectivamente). Igualmente, las fracciones hidrofilicas
presentaron rangos mas altos de capacidad antioxidante (566 a 1069 umol ET/100 g bs, 228 a
398 umol ET/100 g bs, con los métodos de inhibicion del ABTS™™ y del DPPH",
respectivamente) que las fracciones lipofilicas (63 a 87 pmol ET/100 g bs, 24 a 40 pumol ET/100
g bs, con los métodos de inhibicion del ABTS* y del DPPH®, respectivamente). Las muestras
de maiz Cabanita (Zea mays L.) de la provincia de Castilla presentaron una mayor capacidad
antioxidante total (libre+ligada) con ambos métodos y en general los resultados de la capacidad
antioxidante hidrofilica y lipofilica fueron similares entre ambas provincias. La muestra AAP
(Castilla), destaco por sus altos valores de capacidad antioxidante total, hidrofilica y lipofilica
con ambos métodos. Es necesaria una mayor investigacion a futuro para dilucidar los factores

que podrian relacionarse a esta propiedad bioactiva detectada en el maiz Cabanita (Zea mays
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L.). Finalmente, esta informacion cientifica constituye la base bioquimica para estudios in vivo

que confirmen la capacidad antioxidante del maiz Cabanita (Zea mays L..).
Palabras claves:

Maiz Cabanita, Zea mays L., capacidad antioxidante, fraccion fendlica libre, fraccion fendlica

ligada, fraccion hidrofilica, fraccion lipofilica.
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ABSTRACT

The current investigation was aimed at determining the antioxidant capacity of Cabanita maize
(Zea mays L.) from 5 geographical locations in the provinces of Caylloma and Castilla in the
Arequipa region (10 locations in total) by using the methods based on the inhibition of the 2,2
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH") and 2-2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
(ABTS™) free radicals. This bioactive property was evaluated in the free phenolic, bound
phenolic, hydrophilic, and lipophilic fractions from all maize samples. Cabanita maize (Zea
mays L.) from both provinces generally showed white and partially-red pericarp kernels. All
Cabanita maize (Zea mays L.) samples had antioxidant capacity with both methods and bound
phenolic fractions (2583 to 4041 umol ET/100 g bs, 642 to 948 pumol ET/100 g bs, with the
ABTS*and DPPH" methods, respectively) exhibited the higher values than free phenolic
fractions (37 to 107 pumol ET/100 g bs, 35 to 93 umol ET/100 g bs, with the ABTS *and DPPH"
methods, respectively). Likewise, hydrophilic fractions showed higher antioxidant capacity
ranges (566 a 1069 pumol ET/100 g bs, 228 a 398 umol ET/100 g bs, with the ABTS "and DPPH*
methods, respectively) than lipophilic fractions (63 to 87 umol ET/100 g bs, 24 to 40 pmol
ET/100 g bs, with the ABTS "and DPPH" methods, respectively). Cabanita maize (Zea mays
L.) samples had higher total antioxidant capacity (free+bound) with both methods and overall
hydrophilic and lipophilic antioxidant capacity ranges were similar among both provinces.
Sample AAP (Castilla province) was remarkable due to its highest total, hydrophilic and
lipophilic antioxidant capacity values. More research is needed in the future to further elucidate
the factors involved in this bioactive property in Cabanita maize (Zea mays L.). Finally, the
current study gives the biochemical foundation for future in vivo studies to confirm the

antioxidant capacity in Cabanita maize (Zea mays L.).
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Maize Cabanita, Zea mays L., antioxidant capacity, free phenolic fraction, bound phenolic

fraction, hydrophilic fraction, lipophilic fraction.
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INTRODUCCION

En la actualidad cada vez son mas las enfermedades crénicas que se asocian al estrés oxidativo
del cuerpo como las enfermedades cardiovasculares, la diabetes, enfermedades
neurodegenerativas y también el cancer (1). Los elevados niveles de radicales libres ocasionan
dafios en los lipidos, proteinas y el &cido desoxirribonucleico celular, muchos canceres son el
resultado entre la interaccion de radicales libres y el ADN, gue conduciria a mutaciones que

afectan el ciclo celular y que luego desencadenarian en neoplasias (1).

La diabetes mellitus tipo 1 y 2 también es una enfermedad directamente asociada a una mayor
produccion de radicales libres (2), ademas la obesidad y el sobrepeso generan un excesivo
cumulo de grasa con una gran produccion de adipocitocinas, generando hipoxia en las células
y desencadenando un elevado estado de estrés oxidativo sistémico, ocasionando un impacto
negativo en el sindrome metabdlico (3). Incluso se les atribuye a las radicales libres posibles
reacciones protromboticas en la diabetes, que conllevarian a complicaciones cardiovasculares
).

Estos radicales libres pueden ser inhibidos por accién de antioxidantes endégenos en conjunto
con antioxidantes exdgenos que se obtienen a través de la dieta diaria (4). Hoy en dia es
mayoritario el consumo de alimentos procesados (altamente caléricos y poco balanceados a
nivel nutricional), en reemplazo de alimentos naturales de origen vegetal y minimamente
procesados, con mejor valor nutritivo y que generalmente presentan compuestos antioxidantes,
los cuales, a través de su consumo frecuente podrian disminuir el estrés oxidativo del cuerpo y

los factores de riesgo de diferentes patologias asociadas (2).

Diferentes estudios han evidenciado la capacidad antioxidante del maiz y su relevancia como

alimento funcional. En un estudio realizado en cereales, incluido el maiz, se determiné que
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poseen compuestos fendlicos los cuales se correlacionaron con una actividad antioxidante in

vitro significativa (5).

El maiz Cabanita es cultivado en la zona altoandina de la region Arequipa (6), siendo un
producto caracteristico de las provincias de Caylloma y Castilla; este maiz amilaceo podria
tener un aporte importante tanto a nivel de macronutrientes como micronutrientes como otros
maices amilaceos (7), ademas de ello ha presentado metabolitos secundarios de interés
cientifico (8) que podrian estar asociados a diferentes propiedades funcionales relevantes a la

salud como propiedades antioxidantes u otras ain no investigadas.

Se ha reportado la presencia de compuestos fendlicos en diferentes tipos de maiz amiléceo de
distintas coloraciones. Gonzéles-Mufioz et al. (9) enfatiza la presencia de &cidos fendlicos,
como &cido p-cumarico y ferdlico en razas de maiz local de Chile, esta informacion coincide
con Ranilla et al. (8), que estudiaron diferentes granos incluyendo algunas muestras de maiz

Cabanita.

Tanto el &cido fertlico como el &cido p-cumarico son relevantes porque se han correlacionado
directamente con la actividad antioxidante en el maiz (9). Sin embargo, los perfiles y
concentraciones de estos metabolitos pueden variar en el maiz segin las condiciones
ambientales de cultivo entre otros factores agroclimaticos. Las zonas altas de Arequipa
presentan generalmente mayor intensidad de rayos ultravioleta, ademas se caracterizan por
tener clima seco y semiarido, con una humedad relativa promedio de 46% (10), estos factores
ambientales pueden incidir tanto en las caracteristicas de los componentes fitoquimicos como
en sus propiedades bioactivas, consecuentemente en la actividad antioxidante. Por todo lo antes
mencionado, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar la capacidad antioxidante del maiz
tipo Cabanita (Zea mays L.) cultivado en la region Arequipa, de muestras procedentes de
distintos puntos geogréaficos de las provincias de Castilla y Caylloma. Las muestras de maiz

Cabanita que fueron evaluadas en la presente tesis correspondieron a germoplasma colectado
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previamente en un estudio anterior. Los resultados de esta investigacion tendrian una relevancia
cientifica, debido a que no existen antecedentes de estudios sobre los beneficios antioxidantes
del maiz Cabanita, informacion que permitiria valorizar y conservar este recurso alimentario

para evitar su posible erosidn genética y consecuente pérdida de su biodiversidad.
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OBJETIVOS

Objetivo general

- Evaluar la capacidad antioxidante del maiz tipo Cabanita (Zea mays L.) de la region
Arequipa.

Objetivos especificos

- Determinar la capacidad antioxidante en las fracciones fenolicas libre y ligada a la fibra
dietética del maiz tipo Cabanita procedente de dos provincias (Caylloma y Castilla)
aplicando los métodos de inhibicion de los radicales libres ABTS™ (&cido 2,2'-azino-bis(3-

etilbenzotiazolin)-6-sulfonico) y DPPH" (2,2- Difenil-1-picrilhidrazilo).

- Determinar la capacidad antioxidante en las fracciones hidrofilicas y lipofilicas del maiz
tipo Cabanita procedente de dos provincias (Caylloma y Castilla) aplicando los métodos de

inhibicién de los radicales libres ABTS™" y DPPH".

- Evaluar si la capacidad antioxidante varia segun la provincia de origen de cultivo del maiz
tipo Cabanita.
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VARIABLES E INDICADORES

Variables Variable Indicadores Unidades
Color
Independientes Granos de maiz
Altitud m.s.n.m

Inhibicién de los

Capacidad antioxidante pumoles equivalentes
radicales libres ABTS y
in vitro de las de Trolox (ET) por
DPPH por las
fracciones fendlicas 100 g en base seca
fracciones fendlicas
ligadas y libres (bs) de maiz

libres y ligadas.
Dependientes

Inhibicion de los
Capacidad antioxidante
radicales libres ABTS y
in vitro de las pmoles ET por 100
DPPH por las
fracciones hidrofilicas y g bs de maiz
fracciones hidrofilicas y
lipofilicas
lipofilicas.
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HIPOTESIS

Ya gue existen antecedentes de la presencia de compuestos antioxidantes como los fendlicos y
carotenoides en el grano de maiz es posible que la biodiversidad del maiz tipo Cabanita de
Arequipa presente una importante capacidad antioxidante in vitro y que existan diferencias

segun la provincia de origen.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1 Maiz (Zea mays L.)

El maiz es considerado como la planta que mas se ha domesticado y evolucionado, es
catalogado como uno de los tres cereales mas importantes en la dieta nutritiva mundial. El
origen del maiz esta en Ameérica Central, hallando la méas antigua evidencia en México, este
pais conserva ex situ (en bancos de germoplasma) alrededor de 9,317 accesiones (o colecciones)
de maiz, siguiendo el Pert como el segundo pais con la mayor coleccion de accesiones de maiz

a nivel mundial (3,931 accesiones) (11, 12).

Sin embargo, el Pert presenta la mayor diversidad fenotipica de maiz amilaceo, el cual se
caracteriza por tener un endospermo blanco, también presenta el germoplasma maés rico en

rasgos morfoldgicos y bioldgicos (13).

El maiz tipo Cabanita se encuentra catalogado dentro de la familia del maiz amilaceo, es
producido exclusivamente en la sierra sur peruana, este maiz es dulce y se cultiva en las regiones
naturales Yunga, Quechua y Suni entre los 1500 a 3800 msnm (14). En la region Arequipa,
generalmente se cultiva en la provincia de Caylloma (distrito de Cabanaconde), desde donde se

ha extendido hasta varios distritos de la provincia de Castilla (6).

1.1.1 Clasificacion taxondémica (11)

Reino . Plantae

Division : Angiospermae
Subdivision  : Pterapsidae

Clase . Liliopsida
Subclase . Monocotileddneas
Orden . Poales

Familia . Poaceae

Tribu . Maydeae

Género . Zea

Especie . Zeamays L.
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1.1.2 Produccion:

El maiz ha sido catalogado como el segundo alimento con mayor produccién mundial entre los
cultivos primarios, siendo el primero en cuanto a cereales de consumo, segun estadisticas del
2019 de la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura)
(15). Los Estados Unidos, China y Brasil son los principales productores, mientras el Peru

ocupa el nimero 51 en produccién mundial de maiz con 1579796 toneladas anuales (15).

En el Pert la produccién de este grano se concentra en la zona altoandina. En la region
Arequipa, de acuerdo a datos de la campafia agricola de la Gerencia Regional de Agricultura
desde el 2015 hasta el 2021, la produccion de maiz tipo chala (para forraje) es el de mayor
interés pues constituye un 99,87% de la produccion total, mientras que la produccion de otros
tipos de maiz como el amilaceo (dentro del cual se encuentra el maiz tipo Cabanita) esta

disminuyendo hasta menos del 1% de produccion en los ultimos afios (figura 1) (16).

1.20%

1.05%

1.00%

0.79% 0.81%

0.69% 0.72%

2015-2016 2016-2017 2017-2018 2018-2019 2019-2020 2020-2021
Periodo de afios

0.80%

o
D
o
X

0.40%

Porcentaje de produccion

0.20%

0.00%

Figura 1. Porcentaje de la produccion de maiz amilaceo de acuerdo a la campafia agricola,

seguin Gerencia Regional de Agricultura, Arequipa (16).
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1.1.3 Clasificacion de la biodiversidad del maiz peruano:

La biodiversidad del maiz peruano, se clasifica en razas las cuales varian segin sus
caracteristicas fisicas y morfologicas y de acuerdo a las zonas geograficas de cultivo. La raza
se define como: una poblacidén que posee genes comunes gque determinan sus caracteristicas

como rasgos morfoldgicos y fisioldgicos habituales (17).

Tomando en cuenta datos biométricos y caracteristicas citologicas, Salhuana (18) ha reportado

la clasificacion de las razas de maiz en cinco grupos segun su grado de evolucion:
- Razas primitivas: confite morocho, confite puntiagudo, kculli, confite punefio y enano.

- Razas derivadas de las primitivas: rabo de zorro, chaparrefio, chullpi, huaylefio, paro,
morocho, huancavelicano, ancashino, shajatu, pisccorunto, Cuzco cristalino amarillo,

Cuzco, granada, uchuquilla, sabanero, piricinco, mochero, pagaladroga y alazan.

- Razas de reciente derivacion: huachano, chancanayo, peria, rienda, San Geronimo

huancavelicano, Cuzco gigante y sub razas, arequipefio, chimlos y marafion.
- Razas introducidas: pardo, arizona, alemén, cubano dentado amarillo y chuncho.
- Razas incipientes: jora, coruca, morocho cajabambino, morado cantefio y sarco.

- Razas imperfectamente definidas: ajaleado, San Gerdnimo, perlilla, tumbesino, colorado,

chancayano amarillo, amarillo huancabamba, huarmaca y blanco ayabaca (18).

En una reciente actualizacion sobre la clasificacion racial del maiz peruano realizada por el
Ministerio del Ambiente se ha incluido al maiz Cabanita como una nueva raza, a pesar de que
se ha venido cultivando desde tiempos pre-incas y cuyo cultivo se extenderia en las zonas
altoandinas de las regiones de Arequipa, Moquegua y Tacna (6). Sin embargo, ain son
necesarios estudios a nivel genético y molecular para confirmar si todo el maiz cultivado en

estas zonas corresponde a la raza Cabanita.
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1.1.4 Usos del maiz:

La FAO definio tres aplicaciones para esta planta; alimento, forraje y materia prima para la
industria (11). Segun datos recientes, la produccion de maiz en su mayoria esta destinada a ser
usada como alimento animal, produccion de bioetanol, consumo humano y fines industriales

(15).

El maiz es una materia prima de facil acceso, con una de las mayores producciones a nivel

mundial, por ello tiene varias aplicaciones y su uso es prioritario para diferentes fines.

En el pais su uso como alimento es muy amplio, desde el consumo directo de sus tallos como
un tipo de cafia dulce y la infinidad de formas de preparacion del grano y de mazorca entera:
directo como choclo (cocido), seco como tostado o mote, como harina es usada en desayunos,
sopas o aperitivos, también es utilizado para la elaboracion de chicha morada, chicha de jora,

chicha blanca o productos fermentados similares, entre otros.
1.1.5 Composicion quimica:

En la tabla 1 se presenta la composicion proximal de algunos tipos de maiz comparado con la
composicion del pan de molde (de consumo comun) segun las Tablas peruanas de composicion

de alimentos (7).

Se puede apreciar que, a nivel de macronutrientes como proteinas y carbohidratos totales, los
valores son comparables entre los tres alimentos, sin embargo, el grano de maiz (morado o
amarillo) presenta mayores contenidos de minerales como el zinc, hierro y fosforo, y de

vitaminas como B-caroteno, vitamina A y niacina.
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Tabla 1. Composicion del maiz amarillo, maiz morado y pan de molde en 100 g de alimento

respectivamente.

Componente Maiz amarillo Maiz morado Pan de Molde
Calorias (kcal) 355 355 317
Proteina () 6,7 7,3 6,8
Grasa Total (g) 4,8 3,4 2,5
Carbohidratos ~ Totales 73,6 76,2 69,2
(9)

Calcio (mg) 6 12 13
Fosforo (mg) 267 328 60
Zinc (mg) 1,51 - 0,74
Hierro (mg) 1,92 0,20 0,40
B-caroteno equivalentes 852 - -
totales (ug)

Vitamina A equivalentes 61 8 0
totales (ug)

Tiamina (mg) 0,29 0,38 0,08
Riboflavina (mg) 0,06 0,22 0,16
Niacina (mg) 2,17 2,84 1,22
Vitamina C (mg) 0,70 2,10 0.00

Fuente: Adaptado de las Tablas peruanas de composicion de alimentos (2017) (7).
1.2 Compuestos bioactivos:

Diferentes autores definen que los compuestos bioactivos son componentes quimicos gque se
encuentran en distintos alimentos de consumo habitual pero estos constituyen un minimo valor
de su composicion total, pueden ser esenciales y no esenciales, estos presentan actividad
bioldgica, es decir su funcion no se limita solo al aporte nutricional, sino que tienen un efecto

positivo sobre la salud humana, previniendo o disminuyendo los factores de riesgo de distintas
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enfermedades cronicas cuando son consumidos de manera frecuente como parte de la dieta

diaria a niveles no toxicos (19,20,21).

Se presentan algunos ejemplos de compuestos bioactivos en alimentos de consumo habitual en

la dieta humana:

Alcaloides: cafeina.

- Compuestos fenolicos: acido p-cumarico, acido ferdlico.

- Carotenoides: B-caroteno, luteina, zeaxantina.

- Fitoesteroles: campesterol, sitostanol, B-sitoesterol, campestanol.

- Flavonoides: quercitina, kaempferol, catequina, epicatequina, proantocianidinas,

Estilbenos: resveratrol (21).

Entre los que se presentan en mayor concentracion y estdn ampliamente distribuidos en
alimentos de origen vegetal, destacan los compuestos fenolicos y carotenoides, los cuales estan

relacionados a la capacidad antioxidante de diferentes alimentos, incluido el maiz (5, 8, 9).
1.3 Compuestos fenolicos:

Son metabolitos secundarios que se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas y
alimentos de origen vegetal (22), pueden ser sintetizados por las vias del acido shikimico, la
pentosa fosfato y el fenilpropanoide (23). En su estructura poseen un anillo aromatico, que
puede tener uno 0 mas grupos hidroxilo (24), estos grupos hidroxilo influyen directamente en
su actividad antioxidante, por el nimero o posicion que estos tengan con el grupo funcional
carboxilo (23). Reducen el estrés oxidativo causado por el exceso de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (24), actuando como donantes de hidrdgeno o electrones, aparte de su actividad

quelante de ciertos metales como hierro y cobre que favorecen reacciones de oxidacion (25).
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De acuerdo a su estructura quimica se clasifican principalmente como; &cidos fendlicos,
flavonoides, amidas polifendlicas y otros polifenoles (24). El acido ferulico y otros derivados
del &cido cinamico son los compuestos fendlicos mas relevantes que se encuentran ampliamente

en cereales integrales como; trigo, arroz, maiz, entre otros (26).
1.3.1 Acidos fendlicos:

Son aquellos compuestos fendlicos que poseen en su estructura quimica un grupo acido
carboxilico. Estos polifenoles estan asociados al mecanismo de defensa de los cultivos
vegetales contra los diferentes factores bidticos y abidticos, que influyen directamente en su
contenido (26). En su mayoria se encuentran de forma ligada, unidos a macromoléculas como
amidas, ésteres o glucosidos (27), en granos y semillas se encuentran ligados principalmente a
la fibra dietética por lo que para ser liberados requieren una hidrélisis acida o alcalina o
mediante enzimas, siendo la hidrolisis alcalina la que da mejores resultados (24). Aunque en
menor cantidad estos compuestos también pueden hallarse en su forma libre, que son facilmente

extraibles con distintos solventes (27, 24).

Los acidos fendlicos se pueden dividir en dos tipos principales:

1.3.1.1 Acidos hidroxibenzoicos:

Poseen una estructura general comprendida por siete atomos de carbono (Ce-C1) (28,29), son
derivados del &cido benzoico, poseen variaciones en su anillo aromatico como hidroxilaciones
y metoxilaciones (25), entre los més importantes se encuentran; acido galico, &cido p-
hidroxibenzoico, acido salicilico, acido vanilico, etc (figura 2) (28,29). Diferentes alimentos
contienen estos compuestos como cereales, bayas, nueces, frutas como la granada, verduras y
tés (29,25). En su mayoria se hallan en forma ligada a &cidos orgénicos, glicosilados o unidos
a la celulosa, proteina o lignina de las células vegetales (29), ademés de su capacidad

antioxidante, poseen un efecto hepatoprotector (25).
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Figura 2. Estructura de las principales moléculas de acidos hidroxibenzoicos (28).

1.3.1.2 Acidos hidroxicinamicos:

Su estructura basica es un fenilpropanoide (C3-Cg), con un doble enlace en la cadena lateral la
cual puede tener una configuracion cis o trans, son derivados del &cido cindmico (figura 3) (29,
25). Estos pueden hallarse ligados a la fibra vegetal, también pueden estar conjugados o en otros
casos esterificados (30). Destacan el p-cumaérico, &cido ferulico, &cido cafeico, y acido

clorogénico (31).

Sus principales fuentes son frutas, como manzana, cereza, bayas, melocotones y algunos
citricos (25), de igual forma estan presentes en vegetales como brocoli, tomate, lechuga,
también en cereales, semillas y especias (28). Ademés de poseer capacidad antioxidante, se ha
reportado que algunos acidos hidroxicinamicos presentan propiedades antiproliferativas en

células cancerigenas (5, 25).
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Figura 3. Estructura de las principales moléculas de &cidos hidroxicinamicos (30).

1.3.2 Flavonoides:

Tienen una estructura general de 15 atomos de carbono (Ce.C3-Cs) (24) (figura 4), distribuidos

como anillos, donde Ay B son anillos aromaticos que se enlazan por un puente de tres carbonos,

en su mayoria en forma de anillo heterociclico, denominado anillo C (24, 25). Estos compuestos

poseen un bajo peso molecular y son derivados de aminoacidos aromaticos como la fenilalanina

y tirosina (32), ademas son considerados el grupo mas grande de compuestos fenolicos, puesto

que representan a mas de la mitad de los aproximadamente 8000 compuestos fenolicos (25). Se

considera que son los responsables del mecanismo de defensa de las plantas, ya sea a factores

ambientales, como el clima o los rayos ultravioleta, también contra ciertos depredadores como

plagas o insectos, ademas de atribuirle el control en el traslado de las hormonas vegetales

Ilamadas auxinas relacionadas con el crecimiento y desarrollo de las plantas (33).
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Figura 4. Estructura de las principales moléculas de los flavonoides (23).

Los principales flavonoides son los siguientes:

1.3.2.1 Isoflavonas:

La diferencia en su estructura base es que el anillo B esta unido en la posicion Cs, los mas
representativas son la genisteina y la daidzeina (24). Conocidas también como fitoestrégenos,
se ha reportado que pueden regular el ciclo menstrual, disminuir el riesgo de padecer cancer de

mama y ayudar en las complicaciones de la menopausia.

En las plantas algunos de estos compuestos poseen propiedades insecticidas (34). Se encuentran

presentes en legumbres, principalmente en la soja y treboles rojos (24).
1.3.2.2 Flavonas:

También se conocen como 2-fenilcromonas (34), poseen en su estructura un grupo cetona entre
el carbono 2 y 3, ademas en C; se encuentra unido el anillo B (32), las mas comunes son la
apigenina y la luteolina que se encuentra en especias, hierbas, frutas, verduras y cereales (25).
Pueden tener propiedades antiinflamatorias, antiespasmaodicas, antibacterianas y antioxidantes

(34).
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1.3.2.3 Flavanoles:

Son conocidos también como flavan-3-oles y como catequinas, en su estructura no poseen un
doble enlace entre el carbono 2 y 3 como en la mayoria de flavonoides (24), las méas conocidas
son las catequinas, epicatequina y derivados (24), y se les atribuye en su mayoria una coloracién
roja (25). Estos compuestos se diferencian por no encontrarse de forma glicosilada en alimentos
(34). Los alimentos donde se encuentran son tés, vino, chocolate, frutas, se les ha atribuido

propiedades anticancerigenas, antiesclerdticas, antidiabéticas, entre otros (34).
1.3.2.4 Flavanonas:

Suelen ser incoloras, blancas o parduzcas y tienen baja solubilidad en agua (21). Se encuentran
en especias, hierbas, frutos secos, verduras, semillas, legumbres, cereales, frutas citricas,
tomates (21, 34). Sus principales propiedades son como antioxidantes, anticancerigeno,

cardiovascular y antivirales (34).
1.3.2.5 Antocianinas:

Estos compuestos difieren de los demas flavonoides por ser capaces de generar cationes flavilio,
esta estructura es muy relevante puesto que la actividad antioxidante de las antocianinas esta
asociada a este cation (35, 36), son responsables de la pigmentacion roja, azul y violeta en
flores, frutas y verduras, al igual que en algunos granos como el arroz negro, frejol negro o el
maiz morado (24). Estos colores son resultado del numero y orientacién que poseen los grupos
hidroxilo y metoxilo en su estructura molecular, de igual forma influyen en su capacidad
antioxidante (35). En las plantas cominmente se encuentran a 6 antocianidinas (sin azucar):
pelargonidina, peonidina, cianidina, malvidina, petunidina y delfinidina, las cuales en general
se unen a solo un glucdsido para formar las antocianinas, siendo la cianidina 3-glucésido la que
se encuentra comunmente en diversas plantas, pero esto depende de la fuente (37). Estas son

solubles en disolventes polares, usando cominmente metanol con pequefias cantidades de acido
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clorhidrico o férmico, también se usa acetona (37). Disminuyen la tendencia de enfermedades
oculares, cardiovasculares, obesidad, pueden contrarrestar la diabetes, tienen actividad
anticancerigena, poseen un efecto neuroprotector (35, 36). Se encuentran en mayor cantidad en

arandanos, cerezas, fresas, uvas y vino tinto (35).
1.3.3 Amidas polifendlicas:

Son polifenoles que poseen en su estructura una amida, tienen grupos funcionales con
nitrégeno, los méas conocidos son los capsaicinoides que otorgan el picor a diferentes frutos
como chile, rocoto, entre otros, y se asocian a propiedades antioxidantes y antiinflamatorias
(38). Las avenantramidas son amidas polifendlicas propias de la avena y han sido asociadas de
igual forma con actividad antioxidante y la inhibicion de la oxidacion de lipoproteinas de baja

densidad (38, 39).
1.3.4 Otros polifenoles:

El resveratrol que se encuentra en uvas, el acido elagico y derivados comunmente encontrado
en fresas, frambuesas, los lignanos que se encuentran en el lino, sésamo y distintos granos, entre

otros de importancia para la salud humana (24).
1.3.5 Carotenoides:

Estos conocidos antioxidantes son un subgrupo de compuestos de isoprenoides y se han
caracterizado mas de 600 (39). Generalmente tienen una estructura basica formada por cuarenta
atomos de carbono, también conocida como tetraterpeno, donde se distribuyen enlaces dobles
conjugados a lo largo de su cadena de carbono (40). Son pigmentos vegetales liposolubles, en
su mayoria generan coloraciones que van entre amarillo, rojo, rosa y naranja (37), debido a su
presencia resulta la pigmentacion de animales, plantas, frutas, verduras y microorganismos

(41). Predomina en la naturaleza su configuracion trans que resulta méas estable
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termodinamicamente en comparacion de la configuracion cis, pudiendo existir mas

configuraciones debido a la isomeria de los dobles enlaces (42).
Se dividen en dos grupos:

- Xantdfilas: Son derivados oxigenados de los carotenos como la luteina, capsantina,

violaxantina, neoxantina y zeaxantina (37,42).

- Carotenos: Son hidrocarburos lineales que pueden tener anillos ciclicos en uno o ambos
extremos de la molécula (37), el mas representativo es el 3-caroteno, siendo este precursor
de la vitamina A, se encuentran en diferentes alimentos, como zanahorias, calabazas,

espinacas, tomates, sandias y frambuesas, entre otros (39).
1.4  Compuestos fendlicos y carotenoides en maiz:

En el caso de los granos incluyendo los cereales como el maiz, los compuestos fendlicos en su
mayoria se encuentran de forma ligada a la pared celular constituyendo alrededor de un 80%
del contenido de compuestos fendlicos, mientras que las formas libres solo se presentan entre
18% a 23% del contenido total (5,9,43,44). Los compuestos fendlicos ligados o fraccion ligada
se extraen comunmente de este tipo de muestras a traves de la aplicacién de una hidrolisis
alcalina para liberarlos de la fibra dietética (45,46,47), mientras que la fraccion fendlica libre,
conformada principalmente por antocianinas y otros flavonoides en granos pigmentados
(morado, rojo y variantes) se extraen con diferentes solventes polares (37,48). Generalmente
los compuestos fendlicos en su forma libre permanecen solubles en el intestino delgado donde
son absorbidos parcialmente, mientras que los compuestos fendlicos ligados pasan al intestino
grueso junto con la fibra dietética a la cual se encuentran asociados, donde son parcialmente
liberados por las enzimas de la microbiota del colon ejerciendo una serie de efectos bioldgicos

benéficos (44).
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Los compuestos fendlicos que destacan en el maiz, son el acido ferulico, seguido del &cido p-
cumarico que se encuentran en el pericarpio del grano (5,9,44,49,50,51,52), también se

encuentran carotenoides, antocianinas y fitoesteroles (49).

En 4 accesiones de maiz de Italia se detectaron compuestos fendlicos del tipo flavonoide,
aungue solo 3 muestras correspondientes al maiz méas tradicional presentaron cantidades bajas
de B-caroteno y el contenido total de carotenoides oscilé entre 19.55 a 22.94 pg/g dando
relevancia al consumo de las variedades locales que podrian brindar beneficios para la salud
(43). Los carotenoides mas representativos en maiz son la luteina y zeaxantina los cuales se

extraen con solventes organicos como acetona, éter dietilico, y diclorometano (5,43,49).

El &cido ferdlico y el &cido p-cumarico son los acidos fenolicos mas relevantes en las fracciones
fendlicas ligadas del maiz, asi lo han demostrado diferentes estudios. En un trabajo realizado
en México, se evaluaron 18 accesiones de maiz que presentaron un contenido de acido ferulico
muy similar concentrandose en la fraccion fenolica ligada, y fue el compuesto que presenté una
mayor concentracion seguido del &cido p-cumarico (44). Estos resultados fueron similares a
otra investigacion donde se evaluaron 15 genotipos nativos del mismo pais (50). Igualmente, el
acido ferulico y p-cumérico fueron los fenolicos mayoritarios en 33 accesiones de maiz
correspondientes a 14 razas de Chile, ademas se correlaciond la presencia de acido ferulico con
la capacidad antioxidante in vitro determinada con los métodos de inhibicién de los radicales
libres por DPPH" y ABTS™ (9). Los mismos autores reportaron concentraciones menores de
acidos fendlicos o sus derivados como la vainillina, &cido vanilico y &cido protocatéquico en

las fracciones fendlicas libres de algunas accesiones de maiz.

El contenido fendlico total (libre + ligada) es variable en las investigaciones mencionadas, el
maiz blanco presentd 170 mg Equivalentes de Acido Galico (EAG)/100 g base seca (bs) (44) y
410 mg EAG/g bs (50), siendo estos valores inferiores al maiz de pigmentacion amarilla que

presentd un valor de 551 mg EAG/100 g bs (44) y de 467 mg EAG/100 g bs (50). En el caso
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de las muestras de maiz de Chile de diversa pigmentacion (desde de blanco a rojo) se reportaron

contenidos fenolicos totales entre 132 a 263 mg EAG/100 g bs (9).

Recientemente en el 2019 se caracterizd por primera vez la composicion fenolica de muestras
de maiz peruano incluyendo 5 razas de maiz de la region Arequipa, entre ellas el maiz tipo
Cabanita (8). En este estudio se reportd que los compuestos fendlicos se encuentran
principalmente ligados a la fibra dietética (79-86%), aunque los maices con pigmentacion
morada (raza Kculli) presentaron una alta concentracion de fendlicos libres, principalmente
antocianinas que se correlacionaron significativamente con una elevada capacidad antioxidante
y otras propiedades bioldgicas como potencial hipoglucémico y anti-obesidad usando métodos

analiticos in vitro (8).
1.5 Estrés oxidativo:

Definido como un fendmeno que es causado por un desequilibrio entre la produccion excesiva
de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS) y su
inhibicion por el sistema antioxidante endogeno, este desequilibrio altera la estructuray funcién
en cualquier célula u 6rgano, provocan dafio celular y tisular (53,54,55). Su ocurrencia en el
cuerpo humano ha sido relacionada con diferentes patologias cronicas como enfermedades
cardiacas, respiratorias, 6seas, multiorganicas, la diabetes, enfermedades neurodegenerativas y

el cancer (1,4,56).

Las ROS en cantidades excesivas producen la oxidacion de distintas macromoléculas
importantes, entre ellas se encuentran las proteinas puesto que los ROS oxidan los aminoécidos
que las componen y en consecuencia afectan su estructura, actividad y funcion (54). En cambio,
si las ROS oxidan &cidos grasos poliinsaturados se desencadena la lipoperoxidacion, dafiando

la membrana celular, ademéas de modificar su estructura y ocasionando su muerte celular (4).
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El &cido desoxirribonucleico (ADN) también puede ser alterado por este fenémeno, al generar
errores en la transcripcion y traduccién de acido ribonucleico (ARN), debido al rompimiento
de una o ambas cadenas del ADN como consecuencia de la liberacion de bases nitrogenadas

unidas a la desoxirribosa por un radical hidroxilo (4,57).

Este proceso puede ser inducido por diferentes factores como el estilo de vida, el sedentarismo,
el consumo mayoritario de alimentos altamente procesados, la contaminacion ambiental, el
humo del cigarrillo, productos quimicos industriales y ademas ciertos medicamentos, entre

otros factores (1).
1.5.1 Radicales libres:

Estas especies quimicas pueden ser &tomos, moléculas o inclusive iones, que pueden tener uno
0 mas electrones no apareados en su capa externa, debido a su alta reactividad estos radicales
libres pueden extraer electrones de otras moléculas a su alrededor (1,58,59,60). Se les atribuye
a estos radicales libres roles que benefician en el cuerpo humano siempre y cuando estos se
encuentren en concentraciones bajas, por ejemplo, como sefializadores celulares (58), pero en
concentraciones altas son perjudiciales para diferentes procesos fisiolégicos del cuerpo humano

(59).

En la tabla 2 se presenta la clasificacion de los radicales libres segin Sharma et al. (61). En la
vida diaria son varias las formas en que se genera un radical libre, internamente mediante el
proceso metabolico de las células del cuerpo humano, por ejemplo, la autooxidacion por
procesos metabdlicos aerdbicos, oxidacion enzimética, estallido respiratorio que se refiere al
uso excesivo de oxigeno en el desarrollo de la fagocitosis (1,2). También es inducido por
factores exdgenos como el uso de drogas, la radiacion solar, solventes industriales, pesticidas,
contaminacion ambiental, ademas de enfermedades que generan un estrés celular y en

consecuencia diferentes radicales libres (1,4,59,61).
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Tabla 2. Clasificacion de radicales libres.

ROS RNS mIiEsS(:F)eT;:ueesas
Anidn superoxido (Oz¢) Oxido nitrico (NO) Hidrégeno (He)
Perdxido de hidrogeno Di6xido de nitrégeno (NOz#) Metilo (CHae)
(H202)
Hidroxilo (OH+) Peroxinitrito (NOgse) Metilo
Peroxilo (ROO¢) Anioén nitroxilo (HNO) Glutatil (GSe)
Hidroperoxilo (HOO*) Halégeno (He)
. Triclorur
Alcoxilo (RO:) Carbgn% IZCOCOEg.)
lones ferrilo
(FeOO2e+)

Fuente: Adaptado de Sharma et al. (61).

1.6 Capacidad antioxidante:

La capacidad antioxidante mide la cantidad de radicales libres que pueden ser estabilizados por
un antioxidante. Los antioxidantes son compuestos quimicos que adn en bajas concentraciones
inhiben, detienen o controlan la oxidacion de un sustrato, estos pueden ser organicos o
inorganicos, se clasifican en antioxidantes primarios y secundarios (62,63). Los antioxidantes
primarios pueden actuar donando un atomo de hidrégeno (HAT) o también pueden transferir
un solo electrén (SET), y son necesarias pocas cantidades de estos antioxidantes para poder
neutralizar los radicales libres existentes, mientras que los antioxidantes secundarios acttan

neutralizando a catalizadores pro oxidantes (62,63).

La capacidad antioxidante no puede ser reflejada con precision, ni puede ser directamente
medida, pero se puede determinar estudiando los efectos del compuesto antioxidante en un

proceso de oxidacién controlada (46,63).
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1.6.1 Métodos in vitro para medir capacidad antioxidante:

Ninguno de estos métodos ya sean realizados de forma independiente o en conjunto, puede
recrear lo que podria ocurrir en el cuerpo humano. Sin embargo, estos métodos, son Utiles para
estudiar el potencial antioxidante de los compuestos bioactivos como los compuestos fenélicos
y también son muy utilizados para realizar analisis de muchas muestras con el fin de focalizar
la investigacion en las muestras mas relevantes, asi como para determinar posibles diferencias

entre ellas debido a distintos factores (64).
Pueden ser clasificados principalmente en los dos siguientes métodos:
1.6.1.1 Meétodos de transferencia de atomos de hidrégeno (HAT):

Estos metodos miden la capacidad del antioxidante de donar atomos de hidrogeno para
neutralizar los radicales libres y producir una especie no radical estable, estos métodos no se
ven afectados por el tipo de solvente o el pH. Se presentan algunos métodos a continuacion

(64):
1.6.1.1.1 Capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno (ORAC):

Es un método fluorimétrico que utiliza un azo-iniciador (esta sustancia puede generar especies
radicales y también promueve reacciones oxidativas), siendo el azo-iniciador mas usado el
diclorhidrato de 2,2"-azobis (2-amidino-propano) con siglas AAPH, el cual genera radicales
peroxilo debido a su descomposicion térmica en medio de un tampon acuoso (figura 5) (63).
Los radicales peroxilo generados reaccionan en presencia de una molécula fluorescente y
producen una pérdida de fluorescencia, los antioxidantes en este método retrasaran la pérdida
de la fluorescencia y se determina su capacidad antioxidante usando un fluorimetro y una sonda
como molécula fluorescente (64,65). Los resultados de la capacidad antioxidante son
cuantificados por el &rea bajo la curva (AUC), puesto que este método se basa en el tiempo y

porcentaje de inhibicion (64,65,66).
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Posee una alta especificidad y puede responder a distintos antioxidantes de muestras biolédgicas
y alimentos, la desventaja es que demora mas tiempo que otros métodos, adicional a ello es
muy cuestionado por el uso del AUC y la baja reactividad de la fluoresceina (63,65). Ademas,
los resultados pueden ser no fiables debido a la posible formacion de complejos de antioxidantes

con iones metalicos, dando resultados posiblemente subestimados (67).

| AsPH |

[ Degradacion

lermica

ROO- Antioxidante
A
- Productos no
Fluoresceina | fluorescentes

Regucecion de
fluorescencia

Figura 5. Reaccion por el método ORAC (67).

1.6.1.1.2 Poder de captacion de radicales totales (TRAP):

Este método al igual que el ORAC usa un azo-iniciador, la diferencia es que no mide la pérdida
de fluorescencia sino que cuantifica el oxigeno consumido durante la reaccion en presencia de
una molécula diana (64,67), el azo-iniciador mas usado en este método es el 2,2 azobis (2-
amidinipropano) diclorhidrato con siglas ABAP, los resultados de este método se calculan con
un estandar de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2- acido carboxilico), este método
es sensible a todos los oxidantes que rompen cadenas y es mayormente usado para ensayos en
plasma, suero o sangre humana, el problema es que no resulta comparable con los resultados
hallados entre laboratorios porque no esta definido un tiempo especifico para tomarlo como

punto final de la reaccion (63,67).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

1.6.1.2 Meétodos de transferencia de un solo electron (SET):

Estos métodos presentan la capacidad de transferir un electron del compuesto antioxidante,
reduciendo el radical libre a una forma mas estable, presenta un cambio de color caracteristico
cuando reduce al compuesto oxidante. El valor de pH del medio tiene un efecto importante en
la capacidad reductora del compuesto antioxidante siendo esta propiedad mayor en condiciones
bésicas, estos métodos necesitan un tiempo determinado para los resultados ya que su reaccion

es lenta (60,62).
1.6.1.2.1 Capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC):

También conocida como capacidad de inhibicion del radical libre ABTS™, es una técnica
espectrofotométrica que se basa en el mecanismo de transferencia de electrones (62). La
reaccion entre el ABTS (no radical) y el persulfato de potasio genera el croméforo ABTS™
(radical libre) el cual presenta tres maximos de absorcion a longitudes 645 nm, 734 nmy 815

nm (63).

En presencia del compuesto antioxidante, el radical ABTS™ se reduce a ABTS, lo cual se
manifiesta en una decoloracion del reactivo. De tal forma que el grado de decoloracion esta
relacionado con el porcentaje de captacion de radical cation ABTS™, por el antioxidante (ver

figura 6). Los resultados se expresan en equivalentes de Trolox (62,63,64,67).

Es un ensayo simple y permite realizarlo en un amplio rango de pH, la limitacion de este método
es que solo se caracteriza la capacidad de reaccion ABTS™ con la muestra, es decir permite
verificar la capacidad de reduccién del antioxidante mas no necesariamente la inhibicion de

todo el proceso oxidativo (63,67).

Este método destaca por emplear radicales libres sintéticos que poseen una estructura molecular

que se diferencia ampliamente de los derivados reactivos del oxigeno (68).
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ABTS radical (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)

'03SU%ZN.N:<;©/SO§ +AOX

N HCs

C,Hs
ABTS

Figura 6. Reaccion de reduccion por el método TEAC (68).

1.6.1.2.2 Poder antioxidante reductor férrico (FRAP):

También es un método espectrofotométrico, mide la reduccion de un complejo amarillo de
tripiridil-triazina férrica (TPTZ) a complejo ferroso azul por accién de antioxidantes que ceden
electrones (64) (figura 7). Se realiza en un pH &cido, el color resultante entre azul y parpura se
mide a 593 nm en un determinado tiempo, y es linealmente relacionado con la capacidad
reductora debido a que la reaccion quimica lleva horas y por ende el cambio de la absorbancia

(65).

Es un ensayo simple y econémico, la desventaja es que cualquier compuesto que done
electrones podria reaccionar a este ensayo, inclusive si este no posee propiedades antioxidantes,

generando resultados altos, pero inexactos (63,65).
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Figura 7. Reaccion de reduccion por el método FRAP (64).

1.6.1.2.3 Capacidad antioxidante reductora cuprica (CUPRAC):

Este se basa en la reduccién del cobre (I1) a cobre (), por efecto del compuesto antioxidante,

se mide a 450 nm (69) (figura 8). Los resultados con polifenoles son comparables con los

obtenidos por el método TEAC (62), se considera un método simple en el cual sus reactivos

son estables y los resultados obtenidos son reproducibles (65), su desventaja es que aln no se

tiene un tiempo de reaccion definido (62).
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Figura 8. Reaccion de reduccion por el método CUPRAC (67).

1.6.1.2.4 Capacidad de inhibicion del radical DPPH":

Esta técnica también es espectrofotométrica, el DPPH" es caracterizado como un radical de
nitrégeno orgénico estable debido a que su electron libre se encuentra localizado de tal forma
que sus moléculas no se dimerizan como la mayoria de los demas radicales libres (65). Debido
a la localizacion del electrdn libre, da lugar a un color violeta intenso con una absorbancia

alrededor de 520 nm diluido en etanol (69).

Cuando la solucion de DPPH" reacciona con una sustancia que puede transferir atomos de
hidrogeno, se reduce y da como resultado una decoloracion, debido a la conversion del DPPH®
de un hidrazil a una hidracina, este cambio de color es estequiométrico en relacion al nimero
de electrones libres de DPPH" que han sido neutralizados por la transferencia de 4tomos de

hidrégeno (62) (figura 9).

Es un método répido, simple, econdmico y ampliamente usado para la medicion de la capacidad
antioxidante, se puede utilizar disolventes organicos acuosos y apolares, también se pueden

determinar antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos (63).
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DPPH
Figura 9. Reaccion de reduccion por el método DPPH (68).

1.7  Capacidad antioxidante en maiz

Entre las propiedades asociadas a los compuestos bioactivos reportados en el maiz destaca su
capacidad antioxidante (8,9), que esta relacionada principalmente a la presencia de compuestos
antioxidantes como los fendlicos (&cidos fendlicos y flavonoides) y los carotenoides como

luteina y zeaxantina (22,33).
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De acuerdo a la evidencia cientifica investigada, existe un mayor interés en estudiar el maiz
morado por su composicion fendlica y propiedades bioldgicas, en especial por sus propiedades
antioxidantes, que han sido ampliamente estudiadas usando métodos analiticos in vitro (70,71)
e in vivo (70), esto debido a sus altos contenidos de antocianinas, que estdn asociadas
directamente a propiedades antioxidantes. Sin embargo, la biodiversidad del maiz peruano es
muy grande y podria constituir una fuente importante de diferentes compuestos antioxidantes y

con otras propiedades biolégicas ain muy poco estudiadas.

Existen antecedentes de estudios realizados con germoplasma de maiz de otras procedencias
que han determinado una correlacion positiva entre la presencia de compuestos fendlicos y
carotenoides con la capacidad antioxidante in vitro a través de diferentes métodos. Asi los
compuestos fenolicos detectados en las fracciones fendlicas libres (33 a 680 mg/100 g) y ligadas
(136 a 2720 mg/100 g) contribuyeron significativamente a la capacidad antioxidante
determinada con el método de inhibicion de los radicales DPPH*y ABTS™" en muestras de maiz
amilaceo de diversas pigmentaciones (entre amarillo, rojo y negro) procedentes de México,
siendo la fraccion fendlica ligada la que presentd la actividad mas alta (44). En otro estudio con
maiz de Italia se determind que el maiz amarillo procedente de la zona y el comercial obtuvieron
las mas bajas concentraciones de antocianinas, flavan-4-ols y acido ascorbico, pero aun con
niveles bajos de antocianinas y carotenoides se obtuvo una significativa capacidad antioxidante
concluyendo que otros compuestos no estudiados ademas de los fendlicos podrian también

contribuir con la capacidad antioxidante in vitro evaluada (43).

En la Gnica investigacion publicada sobre el maiz peruano, donde se evaluaron algunas muestras
del maiz tipo Cabanita procedentes de la regién Arequipa, se reportd que presentaron la segunda
mayor capacidad antioxidante medida con el método ORAC después del maiz morado (8). El
contenido fendlico total fue mayor en la fraccion ligada (110 a 134 mg GAE/100 g bs) que en

la fraccion libre (21 a 32 mg GAE/100 g bs), detectando por UPLC-PDA (Cromatografia
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liquida de ultra alto rendimiento — detector de arreglo de fotodiodos) &cido ferulico, p-cumarico
y acido cafeico en bajas concentraciones, ademas de compuestos derivados de estos acidos
fenolicos, los cuales en conjunto podrian haber contribuido con su elevada capacidad

antioxidante (8).
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

2.1  Ubicacién del estudio

La presente investigacion se realizd en el laboratorio de Ciencia de Alimentos (F-404) del

Vicerrectorado de Investigacion de la Universidad Catdlica de Santa Maria (Campus central).

2.2 Materiales

2.2.1 Material biolégico

El maiz Cabanita evaluado en la presente tesis correspondié a muestras que fueron colectadas
previamente en un estudio anterior (72). A continuacion, se describe el proceso de colecta

aplicado.

Se colectaron las muestras de maiz tipo Cabanita en los meses de mayo y junio del 2019 de 5
puntos geograficos de la provincia de Castilla y de igual forma de Caylloma, entre 10 a 15
mazorcas maduras por punto geografico, fueron clasificadas segin la intensidad de su
pigmentacion, obteniendo 3 a 4 subgrupos por punto geografico que corresponden

respectivamente a una réplica bioldgica (72).

En la tabla 3 se presenta la procedencia de cada muestra y la informacion de las coordenadas
geogréficas de colecta, en las tablas 4 y 5 se presentan las imagenes de cada subgrupo y su

cédigo por réplica bioldgica.
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Tabla 4. Fotos de las muestras (mazorcas y granos) colectadas de los 5 puntos

geograficos en la provincia de Caylloma.

Cddigo Réplica | Cadigo Fotos de granos Fotos de
bioldgica | de réplica mazorcas 2
biolbgica '
1 BCL-a W’"‘V{/t,’
2 BCL-b \\”‘i‘vl‘l‘bﬂl
3| Bete | CWORIENTY
o IR
SRR e
27 Batb 1 NI DDTRUR
5| BA | KARUERRA )
1 BHL-a
AdLidd il

1 BLL-a

2 BLL-b “’\ U'W‘)Oﬂﬁ
3 BLL-c WOWUO m

2 BLL~d

o
> BOL-b M
s eore | TN
+ [eod | [T

Fuente: Elaboracion propia, fotos segin Fuentes (2022) (72).
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Tabla 5. Fotos de las muestras (mazorcas y granos) colectadas de los 5 puntos

geograficos en la provincia de Castilla.

Cddigo Réplica [ Cddigo Fotos de granos Fotos de
biolégica de mazorcas ('?
réplica
biologica

2| Aapb ) LTIV TR
3| Ak | ITEEROTE

4 AAP-d 0\“.“";\’9(. ‘

1 AHP-a

2 AHP-b

3 AHP-c

1 CAL-a

2 CAL-b

3 CAL-c

4 CAL-d

1 YSL-a

2 YSL-b

3 YSL-c

| L0090V

2| e REAIRANER A

3 CPL-c | NEFIRMGA AT

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



~v#==". UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE ; %% CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

2.2.2 Material de laboratorio

e Baldn de rotaevaporacion, 250 mL

e Frascos de vidrio, 100 mL y 500 mL.

e Matraz volumétrico, 10 mL, 25 mL, 50 mL y 100 mL.
e Micropipetas, 20-200 pL, 100-1000 pL y 500-5000 pL.
e Microplacas de poliestireno, 96 pocillos de 350uL.

e Microplacas de polipropileno, 96 pocillos de 350L.

e Pipeta graduada, 10mL.

e Probetas, 50 mL,100 mL y 500 mL.

e Puntas para micropipeta, 200 uL, 1000 pL, 5000 pL.

e Microtubos de centrifuga, 1.5 mLy 2 mL.

e Tubos de polipropileno para centrifuga, 15 mL y 50 mL.

e Vaso precipitado, 50 mL, 100 mL.

2.2.3 Reactivos

e ABTS (acido  2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico), 98%, para
Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), SIGMA ALDRICH, Alemania.

e Acetona, para analisis, MERCK, Alemania.

e Acetato de etilo, para analisis, MERCK, Alemania.

e Acido clorhidrico 37%, para anélisis, MERCK, Alemania.

¢ Diclorometano, para analisis, MERCK, Alemania.

e DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), para analisis, SIGMA ALDRICH, Alemania.

e Etanol absoluto, para analisis, MERCK, Alemania.

e Hidrdxido de sodio pellets, para analisis, MERCK, Alemania.

e Metanol, para analisis, MERCK, Alemania.
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e Peroxodisulfato de potasio, para analisis, MERCK, Alemania.
e Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2- acido carboxilico), 97%, para analisis,

SIGMA ALDRICH, Alemania.

2.2.4 Equipos e instrumentacion

e Agitador Orbital, MaxQ 2000, THERMO SCIENTIFIC, Estados Unidos.

e Agitador Vortex Multiuso 0-3000rpm, Wizard, VELP, Italia.

e Balanza analitica, EX2250, OHAUS, Estados Unidos.

e Bomba de vacio, V100, BUCHI, Alemania.

e Campana de extraccion, FH18000(P), BIOBASE, Estados Unidos.

e Centrifuga Universal, 320R, HETTICH, Alemania.

e Estufa esterilizadora, UF 55, MEMMERT, Alemania.

e Lector de microplacas, Synergy HTX multi-mode microplate reader, BIOTEK
INSTRUMENTS, Estados Unidos.

e Potenciometro, HI 3220, HANNAH INSTRUMENTS, ltalia.

e Purificador de agua, MILI-Q, Alemania.

e Refrigerador, Eco-TT423 IXL, BOSCH, Alemania.

e Rotavapor con bomba de vacio y bafio maria, R100, BUCHI, Alemania.

e Ultrasonido, 2800, BRANSON, Estados Unidos.

2.3 Métodos
2.3.1 Preparacion de las muestras y obtencién de los extractos

2.3.1.1 Caracterizacion visual del color del grano

La evaluacion de cada réplica bioldgica fue de tipo visual, tomando 12 granos

representativos para la observacion y se describio el color cualitativamente en el
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pericarpio y el pedicelo, luego se tomaron las fotos respectivas. El pericarpio (también
conocida como cubierta fructifera, que cumple una funcién protectora contra el estrés
abidtico y bidtico, en su estructura se encuentran diversos fitoquimicos) y el pedicelo (se
considera la prolongacion de la mazorca este une al grano con la mazorca y tiene forma

puntiaguda al desprender el grano) (78).
2.3.1.2 Preparacion de las muestras

La preparacion de muestras de maiz fue realizada en un estudio anterior (72). Las
mazorcas una vez colectadas se trasladaron al laboratorio de Ciencia de Alimentos (F-
404) de la Universidad Catdlica de Santa Maria, se procedio a secarlas a temperatura
ambiente, una vez secas se desgranaron y se almacenaron como grano seco en camara de
refrigeracion (5-8 °C). Parte de los granos de cada muestra se molieron hasta un tamafio
de particula de 500 pum con un molino analitico para granos, siendo almacenadas con

proteccion a la luz a una temperatura de -20 °C (72).
2.3.1.3 Extraccion de los compuestos fenolicos

a) Fraccion fendlica libre (Compuestos fendlicos libres)

Se realiz6 de acuerdo al método informado por Gonzélez-Mufioz et al. (9) modificado por
Ranilla et al. (73), se usé como solvente una mezcla volumen/volumen de
metanol:acetona:agua (45:45:10) con HCI equivalente al 0.1%, se peso 1 g en la balanza
analitica de cada muestra correspondiente en tubos de polipropileno para centrifuga y se
afiadio 4 mL del solvente de extraccion, procediendo a una agitacion a 200 rpm a

temperatura ambiente durante 63 minutos.

La mezcla fue centrifugada a 6000 rpm a 15 °C por 10 minutos, y el sobrenadante se
separd en un baldn de rotaevaporacion. La extraccion se repitio en el residuo bajo las

mismas condiciones por un tiempo de 30 minutos. Los sobrenadantes se juntaron y se
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concentraron al vacio hasta sequedad a 45 °C en un equipo de rotaevaporacion. El
concentrado obtenido se resuspendié en 2.5 mL de agua ultra pura y se almacend a -20

°C hasta su analisis.

Harina de maiz
(1g/05g)

1

Extraccion
(2 mL solvente, 63min a
200rpm}

) |
{ )

Sobrenadante Pellet

L ki

Rotaevaporacion 3 Hidrélisis alcalina

sequedad (43°C)
l L 3
Fraccion fenolica Extraccion
libre {10 mL acetato de

etilo]

w

Rotaevaporacion a
seguedad (£3°C)

v

Fraccion fendlica
ligada

Figura 10. Esquema de trabajo para la extraccion de la fraccion fendlica libre y ligada
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b) Fraccion fendlica ligada (Compuestos fenolicos ligados)

El pellet resultante de la extraccion de la fraccion fendlica libre (0.5g) se sometié a una
hidroélisis alcalina con 20 mL de hidroxido de sodio 3 N en ambiente de nitrdgeno
gaseoso, a temperatura ambiente por 88 minutos bajo agitacion a 200 rpm, luego de la
hidrolisis, el pH de la mezcla se llevd hasta aproximadamente 3.0 (2.9 a 3.2) con HCI
37%. Posteriormente se procedio a extraer los compuestos fendlicos con 10 mL de acetato
de etilo con agitacion manual de 1 minuto, se centrifugd por 5 minutos a 14 °C a 6000
rpm y la fraccién de acetato de etilo se separd en un balon de destilacién. La extraccion
se realiz6 6 veces con el mismo solvente, las fracciones separadas se juntaron y se
evaporaron al vacio hasta sequedad a 45 °C. El concentrado obtenido se resuspendi6 en

5 mL de agua ultra pura y se almacend a -20 °C hasta su analisis (9,73).

2.3.1.4 Extraccion de compuestos antioxidantes de la fraccion hidrofilica 'y

lipofilica:

Se utilizo el metodo de Fuentealba et al. (75) con algunas modificaciones y el esquema
del proceso de extraccion se presenta en la figura 11. Se pesaron 0.2 g de muestra en un
tubo de polipropileno de centrifuga de 50 mL, se afiadié 5 mL de metanol 80% en agua y
se sometio a agitacion durante 30 minutos a 230 rpm a temperatura ambiente. La mezcla
se centrifug6 a 5000 rpm por 15 minutos a 4 °C, el sobrenadante resultante se separd y se

almacend a -20 °C hasta su anélisis, esta fraccion correspondio a la fraccion hidrofilica.

Al pellet resultante de la extraccion de la fraccion hidrofilica se le adiciond 2 mL de
diclorometano, se sometid a agitacion a 230 rpm por 30 minutos a temperatura ambiente
y se centrifugé a 5000 rpm por 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante se separ0 y se
almacend -20 °C hasta su andlisis (75). Estos extractos correspondieron a la fraccion

lipofilica.
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Harina de maiz
(0.2 g)

v

Extraccion
{(5mL solvente, 30
min a 230rpm )

l

Centrifugacion
(15min a 5000rpm)

l J[ l
Sohbrenadante Pellet
Fraccion Extraccion
hidrofilica (2 mL diclorometana)
Sobrenadante

l

Fraccion
lipofilica

Figura 11. Esquema de trabajo de extraccion de la fraccion hidrofilica y lipofilica.

2.3.2 Métodos de andlisis

2.3.2.1 Porcentaje de humedad

Se procedié segun lo indicado en la Norma Técnica Peruana 205.002:1979 (74), que
establece el método usual para determinar el contenido de humedad en cereales,
expresando los resultados en porcentaje peso/peso. Una vez molidos los granos y obtenida
la harina de maiz se pes6 5 g de cada muestra en una placa y se sometié a secado en una

estufa durante 20 horas a 80 °C con presion atmosférica normal, se dejo enfriar en el
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desecador (72,76). La humedad se determind para poder expresar los resultados en base

seca (bs).

2.3.2.2 Analisis de capacidad antioxidante por inhibicion del radical libre

ABTS™:

Se aplico el método de Fuentealba et al. (75). El radical libre ABTS'" se prepar6 a partir
de la reaccion del ABTS (78.4 mg/10 mL) con peroxodisulfato de potasio (13.2 mg/10
mL), ambos reactivos fueron diluidos en agua ultrapura, se mezclaron ambas soluciones
y se procedio a dejar bajo agitacion por 12 horas, previamente protegido a la luz, la
solucidn resultante fue diluida con etanol absoluto hasta llegar a una absorbancia entre
0.68 a 0.75 a 734 nm de longitud de onda. Luego se procedio a la reaccion de 250 pL de
este reactivo con 40 pL de los extractos de las muestras (fracciones fendlicas libre y

ligada, y fracciones hidrofilicas y lipofilicas).

La reaccion se realizd en una microplaca de poliestireno en caso de las fracciones
fendlicas libres, ligadas e hidrofilicas, para las fracciones lipofilicas se utilizd una
microplaca de polipropileno. Luego de un periodo de incubacion de 30 minutos a 20 °C,
se midié la absorbancia a 734 nm en un lector de microplacas. En cada corrida analitica,
se considerd un control (metanol en fracciones fenolicas libres, ligadas e hidrofilica,
diclorometano en caso de las fracciones lipofilicas), la curva de trolox y las muestras

seleccionadas. El % de inhibicidn se calcul6 aplicando la siguiente ecuacion:

n= (Abs C — Abs M) x 100
Abs C

% inhibicid

Donde:
Abs C = absorbancia del control

Abs M = absorbancia de la muestra o punto de la curva
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Los resultados se expresaron en umoles equivalentes de trolox (ET) por 100 g de maiz en
base seca (bs), utilizando una curva de calibracion del estandar de trolox a diferentes
concentraciones versus el % de inhibicion. Se utilizé un rango de concentraciones de 20
a 160 uM de trolox para el analisis de las fracciones fendlicas libres, ligadas e hidrofilicas,
mientras que para las fracciones lipofilicas se utilizé un rango de 10 a 160 uM de trolox

(75) (Anexo 2).

2.3.2.3 Andlisis de capacidad antioxidante por inhibicién del radical libre

DPPH":

Se aplico el método de Duarte-Almeida (77). Se prepar6 una solucién stock de radical
DPPH" en metanol (12.5 mg/100 mL), a partir de la cual se realiz6 una dilucion en
metanol hasta llegar a una absorbancia entre 0.58 a 0.64 a 520 nm, luego se procedio a la
reaccion de 250 pL de este reactivo con 40 L de los extractos de las muestras (fracciones
fendlicas libres y ligadas, y fracciones hidrofilicas y lipofilicas). La reaccion se realizd en
una microplaca de poliestireno en el caso de las fracciones fendlicas libres, ligadas e
hidrofilicas, para las fracciones lipofilicas se utilizd6 una microplaca de polipropileno.
Luego de un periodo de incubacion de 25 minutos a 20 °C se midio la absorbancia a 520
nm en un lector de microplacas. Al igual que en el método anterior, en cada corrida
analitica se consider6 un control (metanol en fracciones fendlicas libres, ligadas e
hidrofilicas y diclorometano en caso de las fracciones lipofilicas), la curva de trolox y las

muestras seleccionadas. El % de inhibicion se calculd aplicando la siguiente ecuacion:

(Abs C — Abs M) x 100
Abs C

% inhibicion =

Donde:
Abs C = absorbancia del control

Abs M = absorbancia de la muestra o punto de la curva
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Los resultados se expresaron en pumoles equivalentes de trolox (ET) por 100 g de maiz en
base seca (bs), utilizando una curva de calibracidn del estandar de trolox construida a
diferentes concentraciones versus el % de inhibicion. En el caso del analisis de las
fracciones fendlicas libres, ligadas y fracciones hidrofilicas se utiliz6 una curva de trolox
de 20 a 160 uM mientras que para el anélisis de los extractos de las fracciones lipofilicas

fue de 10 a 160 uM de trolox (75) (Anexo 4).
2.4 Andlisis estadistico:

Los resultados se expresaron como promedio + desviacion estandar (considerando las
réplicas bioldgicas por punto geografico). Se aplico un Andlisis de Varianza o el test no
paramétrico de Kruskall-Wallis segtin se cumplieron los supuestos de homogeneidad de
la varianza con el test de Levene’s y la normalidad de los datos con el test de Shapiro-
Wilk a un 0=0,05. Se exploraron posibles correlaciones entre las variables evaluadas a
través de la determinacion de los coeficientes de Pearson. Se utilizé el software
Statgraphics Centurion XVI (StatPoint In., USA) y el programa R 4.1.2 (Aspen

Technology, Inc., Bedford, MA, USA).
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion visual del color del grano y analisis de humedad

En la tabla 6 se describe la coloracion del pericarpio y el pedicelo observados en los
granos evaluados y el contenido de humedad de los mismos. Esta descripcion se realizo
con la finalidad de evaluar alguna posible relacién entre la pigmentacion del grano y los

resultados de capacidad antioxidante a ser estudiados.

El contenido de humedad fue determinado en una previa investigacion por Fuentes et al.
(72), ya que evaluaron las mismas muestras como se indicé anteriormente, estos valores
se han considerado en la presente tesis con el fin de expresar los resultados de capacidad
antioxidante en base seca. Todos los valores obtenidos se encuentran dentro del valor
recomendado por la FAO que recomienda una humedad del 15% (masa/masa) como

méaximo (79), para asegurar una mejor estabilidad y conservacion de la harina de maiz.

El color blanco fue el predominante en la mayoria de granos, se aprecian granos
totalmente blancos (BAL, BHL, BLL, AHP) o parcialmente con coloraciones rojizas
(BCL, CAL, YSL), algunas muestras presentaron también coloraciones blanco-amarillas
(AAP) y en general la pigmentacidn de los granos fue similar entre ambas provincias, sin
embargo, dos muestras se diferenciaron en comparacion de todos los granos, la muestra
BOL de Caylloma fue la Unica que present6 granos con coloracidn naranja mientras que
la muestra CPL de Castilla tuvo una pigmentacion mixta incluyendo un fondo blanco con
manchas moradas. Esta diferencia en la pigmentacion del pericarpio podria estar
relacionada con la presencia de perfiles diferentes de compuestos bioactivos como

compuestos fenolicos u otros, lo cual debe ser evaluado en investigaciones futuras.

Las caracteristicas de pigmentacion del pericarpio de las muestras evaluadas coinciden

en su mayoria con lo reportado por Ranilla et al. (8), quienes estudiaron diferentes razas
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de maiz peruano, incluyendo 6 muestras de la raza Cabanita, las cuales presentaron

coloraciones parecidas a las del actual estudio (blanco, rojizo).

Tabla 6. Porcentaje de humedad de las muestras de maiz Cabanita evaluadas.

Porcentaje de
Provincia | Codigo | Fotos Color del grano Humedad (%)
(72)
BCL Pericarpio rojo hasta mitad del grano y
blanco hasta la punta, pedicelo color 12.04 £1.52
blanco.
BAL Pericarpio blgnco en todo el grano, 10.02 + 0.39
pedicelo blanco.
BHL Pericarpio blanco en todo el grano,
Caylloma pedicelo blanco. Algunos granos 9.80+£0.24
presentaron mezclas de coloraciones.
Pericarpio blanco en todo el grano,
BLL pedicelo blanco. Algunos granos 10.44 +0 19
presentaron puntos negros y una T
coloracion casi azul.
BOL Pericarpio amar_lllo, anaranjado Y rojizo, 1014 +0.21
pedicelo blanco.
AAP s“!g Pericarpio amarillo y blanco, pedicelo 1150 +0.16
Y™ blanco.
) Pericarpio blanco, algunos con manchas
AHP r;” s negras, otros con ligero rosado, pedicelo 11.45+0.32
¢ blanco.
Castilla \is Pericarpio rojo hasta mitad del grano y
CAL Y g blanco hasta la punta, pedicelo color 11.29 +£0.37
v blanco.

WY Pericarpio rojo hasta mitad del grano y
»

YSL < blanco hasta la punta, algunos granos 11.25+£0.27

v
(4. fueron naranjas, pedicelo color blanco.
CPL Pericarpio blz_mco con manchas moradas, 11.03 + 057
pedicelo color blanco.
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3.2 Capacidad antioxidante de las fracciones fendlicas libres y ligadas del grano
de maiz Cabanita

32.2.1 Inhibicién del radical libre ABTS™

Los resultados de la capacidad antioxidante por el método de inhibicién del radical libre
ABTS " de las fracciones fendlicas libres y ligadas se presentan en la Tabla 7, en el anexo
3 se presenta un ejemplo de los célculos realizados para la obtencién de los valores
presentados, de la misma forma se procedié en todas las fracciones y en el siguiente

método.

Los valores variaron desde 37 a 107 umoles ET/100 g bs en la fraccion fendlica libre y
de 2583 a 4041 umol ET/100 g bs en la fraccion ligada. La muestra CPL de la provincia
de Castilla presentd el mayor valor en la fraccion libre, mientras que la muestra AAP de
la misma provincia, presentd la mayor capacidad antioxidante en la fraccion ligada de

todas las muestras evaluadas.

Se ha reportado en distintos estudios una mayor capacidad antioxidante de la fraccion
fendlica libre en granos de maiz con coloracion de pericarpio mas oscuro (rojo, purpura
y morado) en comparacién con granos de pigmentacion mas claras (blanco y amarillo)
(8, 9, 46). Esto se confirma con los resultados de la muestra CPL de Castilla, la cual
presentd una pigmentacién de grano combinada de coloracién blanca y morada y tuvo la
mayor capacidad antioxidante en la fraccion libre entre todas las muestras (107 pmol
ET/100 g bs), seguido de la muestra BCL (103 umol ET/100 g bs) de la provincia de

Caylloma que presenta un grano de coloracién parcialmente rojo.

Independiente de la pigmentacion de los granos, las muestras de maiz de la provincia de
Castilla poseen mayores rangos de capacidad antioxidante en la fraccion ligada (3304 a
4041 pmoles ET/100 g bs) en comparacién con las muestras de la provincia de Caylloma

(2583 a 3229 umol ET/100 g bs).
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Los resultados del presente estudio son mayores a los obtenidos por Ranilla et al. (8)
quienes evaluaron por primera vez algunas muestras (6 muestras) de maiz de la raza
Cabanita de Arequipa y presentaron los siguientes valores en la fraccidn fenolica libre 46
a 63 umoles ET/100 g bs y ligada 1832 a 2896 pumoles ET/100 g bs utilizando el mismo
método. En la presente investigacion se trabajo con un mayor nimero de muestras de

maiz Cabanita colectadas in situ de diferentes puntos geogréaficos de Caylloma y Castilla.

La capacidad antioxidante fue mayor en el extracto fenolico ligado que en el libre, lo cual
podria relacionarse con la mayor presencia de compuestos fenolicos antioxidantes unidos
a la fibra dietética en un aproximado de un 85% de los fenoles totales como se ha

reportado en el caso del maiz y otros cereales (46).

Ranilla et al. (8) determind que la fraccion fendlica ligada de las muestras de maiz
Cabanita evaluadas estd compuesta por &cidos fenélicos como el acido p-cumarico, acido
feralico, compuestos derivados de estos acidos y algunos derivados del acido cafeico,
siendo la fraccién fendlica ligada la de mayor concentracion (146 a 180 mg/100 g bs) en
comparacién con la fraccion fendlica libre (4.2 a 7.6 mg/100 g bs). En otro estudio con
muestras de maiz procedentes de México se encontraron mayores valores de &cido
feralico en la fraccion ligada (138 a 161 mg/100 g) que en la libre (1.57 a 2.42 mg/100 g)

(44).

Das et al. (80) han reportado en germoplasma de maiz de la India, la presencia de
diferentes acidos fendlicos en la fraccion fendlica libre como &cido cafeico, &cido p-
cumarico y acido ferdlico, en menor cantidad y solo algunas muestras presentaron acido
p-hidroxibenzoico, &cido vanilico, &cido siringico y &cido isoferalico, también se
evidencio en algunas muestras la presencia de flavonoides como cianidina-3-glucésido,
kaempferol y quercetina. Mientras que, en la fraccion ligada, la concentracion de los

acidos fenolicos anteriormente mencionados es mayor que en la libre. Asimismo,
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determinaron que el 50% de los fenoles libres se encuentran en el germen, mientras que
el pericarpio contiene el 74 a 83% de los fendlicos ligados y el endospermo solo un 10%

de los compuestos fendlicos totales (80).

Distintos autores indican gque en diferentes granos de legumbres, semillas y cereales como
el maiz (5,24,25,33,80), los compuestos fendlicos se encuentran ligados a la pared celular,
en especial en las moléculas de la fibra dietética como la hemicelulosa y celulosa (11), a
través de enlaces covalentes, éter, éster y carbono-carbono (33), cumpliendo funciones
de proteccion contra factores externos o abioticos como la radiacion solar, los rayos
ultravioleta, temperatura y clima, también pueden atraer polinizadores, ademas

proporciona que la estructura de la pared celular tenga una mayor rigidez (29,33).

Los resultados obtenidos son comparables con los reportados en muestras de diferentes
paises. Gonzalez-Mufioz et al. (9) evaluaron maiz chileno de distinta pigmentacién con
el método de inhibicion del radical ABTS™ y obtuvieron rangos de capacidad
antioxidante de 76.9 a 344 umol ET/100 g bs en la fraccion libre y de 1096 a 1696 pumol
ET/100 g bs en la fraccion ligada. Por otro lado, Rodriguez-Salinas et al. (50) reportaron
valores de 689 a 878 umol ET/100 g bs en la fraccién libre y 2138 a 3263 umol ET/100
g bs en la fraccién ligada, al analizar maices de pigmentaciones entre blanco a rojizo
procedentes de México. Asimismo, Redaelli et al. (81) obtuvo resultados similares en la

capacidad antioxidante total de 988 a 3235 umol ET/100 g bs.

Sin embargo, Das et al. (80) reportd valores mucho mas altos en muestras de maiz de la
India (383 umol ET/100 g bs en la fraccion libre y 24981 umol ET/100 g bs en la fraccion
ligada), y esto se debe a que los resultados se refieren a cada parte del grano, es decir
pericarpio, endospermo y germen, los cuales fueron evaluados por separado, ademas de

posibles diferencias por la procedencia, y el método aplicado (purificacion y
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concentracion de los compuestos antioxidantes con columnas Sep-Pack C18 antes del

analisis). En el estudio actual, la evaluacion se realizé en el grano entero.

En ciertas variedades de maiz pigmentado como el morado y negro, los valores de
capacidad antioxidante son significativamente mas elevados, debido a la presencia de

altas concentraciones de antocianinas (70,71).

Los maices evaluados en la presente investigacion tuvieron una coloracién de grano entre
blanco y parcialmente rojo, lo que podria indicar una menor cantidad de antocianinas que
el maiz morado, lo cual debe ser investigado en estudios futuros. Esto explicaria los
menores rangos de capacidad antioxidante presentados en la fraccion fendlica libre en
comparacion con los reportados por otros autores que incluyeron muestras de maiz

morado y rojo (8,9,50).

Segun los resultados obtenidos en el presente estudio, la capacidad antioxidante total del
maiz Cabanita (libre + ligada) es mayor que los reportados en algunos maices de diferente
procedencia con una coloracion similar a los granos evaluados y en comparacion con
otros cereales y alimentos (Tabla 8). Pang et al. (82), report6 una capacidad antioxidante
de 13.0 a 25.0 umol ET/100 g bs en la fraccion libre y de 256 a 328 umol ET/100 g bs en

la fraccion ligada en granos de arroz blanco.

Un estudio en sorgo rojo reportd valores de 124 a 380 umol ET /100 g bs en la fraccion
libre y en la fraccion ligada de 148 a 328 umol ET/100 g bs (81). Li et al. (84) estudi6 la
capacidad antioxidante en quinua dando resultados de 861 pmol ET/100 g bs en la
fraccion libre y 502 umol ET/100 g bs en la fraccion ligada, Xiang et al. (85) presentaron
un estudio en mijo obteniendo valores de 1559 a 3539 umoles ET/100 g bs en la fraccién

libre y 656 a 1470 pumol ET/100 g bs en la fraccion ligada.
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Tabla 8. Capacidad antioxidante total (fraccion fendlica libre + fraccion fendlica ligada)
por el método de inhibicién del radical libre ABTS™ de muestras de maiz y otros granos

de distinto origen.

Coloracion Muestra Origen pmol ET/100 g bs Referencia
Blanco a rojo Maiz Caylloma 2626 a 3332 Estudio actual
Blanco a rojo Maiz Castilla 3411 a 4104 Estudio actual

Blanco, naranja. Maiz Perd 1613 a 3064 (8)

v Maiz .

Blanco, naranja. Cabanita Peru 1879 a 2800 (8)
Blanco a negro Maiz Chile 1307 a 1850 9)
Blanco a purpura Maiz México 2827 a 4033 (50)
Blanco a purpura Maiz Italia 988 a 3235 (91)
Blanco Arroz China 269 a 342 (82)

No especifica Quinua Varios 1269 (84)
No especifica Mijo Malawi 2352 a 5009 (85)

3.2.2 Inhibicién del radical libre DPPH*

Los resultados de la capacidad antioxidante por el método de inhibicién del radical libre
DPPH" de las fracciones fenolicas libre y ligada se muestran en la Tabla 9. Los valores
de capacidad antioxidante por el método de inhibicion del radical libre DPPH" variaron
desde 35 a 93 umol ET/100 g bs en la fraccion fenolica libre y de 642 a 948 umol ET/100
g bs en la fraccion ligada. En general las muestras presentaron tendencias similares a las

observadas con el método de inhibicion del radical ABTS™.

La muestra CPL de la provincia de Castilla present6 el mayor valor en la fraccion libre,
mientras que la muestra AAP de la misma provincia, presentd una mayor capacidad

antioxidante en la fraccion ligada respecto a todas las muestras evaluadas.
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En relacion a la fraccion fenolica libre, las muestras con pigmentaciones mas oscuras
(rojizo a parcialmente morado) presentaron mayores valores, asi la muestra CPL mostrd
la mayor inhibicion del radical libre DPPH" (93 umol ET/100 g bs), seguido de BCL (82.4
umol ET/100 g bs) procedente de la provincia de Caylloma (coloracion parcialmente
roja). Las muestras de Castilla presentaron mayores rangos de capacidad antioxidante en
la fraccion ligada (828 a 948 umol ET/100 g bs), que las de Caylloma (642 a 836 pmol

ET/100 g bs) y los valores fueron mayores en esta fraccion.

El actual estudio es el primero en evaluar la capacidad antioxidante por el método de
inhibicion del radical libre DPPH" en muestras de maiz de raza Cabanita, y los valores
obtenidos son similares a los reportados por Gonzalez-Mufioz et al. (9) quienes
determinaron la capacidad antioxidante en maiz amilaceo originarios de Chile con
coloraciones similares a las muestras estudiadas en la presente investigacion (31.9 a 171
pumol ET/100 g bs en la fraccion libre y de 471 a 923 umol ET/100 g bs en la fraccion
fendlica ligada). En granos de maiz procedentes del norte de México con pigmentacion
blanca a roja, Rodriguez-Salinas et al. (50) reportaron valores de capacidad antioxidante
libre mayores al actual estudio, pero comparables en cuanto a lo observado en la fraccion
fendlica ligada (497 a 620 umol ET/100 g bs en la fraccion libre y 502 a 988 umol ET/100

g bs en la ligada).

Los resultados de capacidad antioxidante total (libre + ligada) son comparables a los
encontrados en maiz de otras procedencias y en otros granos diferentes al maiz, como la
quinua y el sorgo rojo (Tabla 10). Sin embargo, los resultados son superiores a lo
reportado en cereales comunes como el arroz y el trigo (Tabla 10). En el caso de otros
granos, Pang et al. (82) determin6 una capacidad antioxidante de 5.0 a 19.0 umol ET/100
g bs en la fraccidn libre y de 100 a 165 pumol ET/100 g bs en la fraccion ligada en granos

de arroz blanco. En el caso del sorgo rojo, se han reportado valores de 132 a 719 pumol
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ET/100 g bs en la fraccion libre y en la fraccion ligada de 220 a 567 umol ET/100 g bs
(81). Li et al. (82) estudio la capacidad antioxidante en quinua obteniendo resultados de
522 umol ET/100 g bs en la fraccion libre y 677 umol ET/100 g bs en la fracciéon ligada.
Kunklin et al. (86) reportaron valores de 372 umol ET/100 g bs como capacidad

antioxidante total en trigo.

Tabla 10. Capacidad antioxidante total (fraccion fenolica libre + fraccion fenolica ligada)
por el método de inhibicion del radical DPPH" de muestras de maiz y otros granos de

distinto origen.

Coloracion Grano Origen pmol ET/ 100 g bs Referencia
Blanco a rojo Maiz Caylloma 681 a 919 Estudio actual
Blanco a rojo Maiz Castilla 888 a 1006 Estudio actual

Blanco a negro Maiz Chile 569 a 980 9)
Blanco a purpura Maiz México 1128 a 1608 (50)
Blanco a purpura Maiz Italia 459 a 2040 (91)

Blanco Arroz China 110 a 182 (82)
No especifica Quinua Varios 1027 (84)
No especifica Trigo Tailandia 372 (86)

Al analizar de manera integral todos los resultados obtenidos por ambos métodos se ha
encontrado que existe una correlacion significativa entre los valores de capacidad
antioxidante de la fraccion ligada con los valores de capacidad antioxidante total (libre +
ligada) (r=0.9989 y r= 0.9868 con los métodos de inhibicién de los radicales de ABTS™"
y DPPH’, respectivamente), lo que confirma que la fraccion fendlica ligada aporta de
manera mayoritaria a la capacidad antioxidante total del maiz Cabanita. Adicionalmente,
los rangos de capacidad antioxidante total por ambos métodos son mayores en las

muestras de Castilla respecto a las de Caylloma, se destaca la muestra AAP procedente
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del distrito de Andagua de la provincia de Castilla, la cual posee los valores mas altos
(4104 umol ET/100 g bs y 1006 pmol ET/100 g bs con los métodos del ABTS™" y DPPH",
respectivamente). De acuerdo a la Tabla 3, esta muestra procede de plantas de maiz
cultivado en una zona de mayor altitud (3399 m.s.n.m.) en comparacion del resto de
muestras de la misma provincia, contrastando con las muestras YSL y CPL que
presentaron una menor capacidad antioxidante total y se desarrollaron a menor altitud. En
el Anexo 1, se muestra que las temperaturas en el distrito Andahua durante el periodo de
cultivo de las muestras analizadas, presentaron los promedios mas bajos de 4.69 °C
(minimo) y 17.77 °C (méxima), respecto a los otros distritos como Cabanaconde
(Caylloma), Ayo y Chachas (ambos de Castilla). Posiblemente estos factores climaticos
de estrés abiotico (mayor altura y radiacion, temperaturas frias) durante el crecimiento de
la planta, estarian influenciando una mayor biosintesis de compuestos antioxidantes en la
planta para contrarrestar los radicales libres u otras especies oxidantes y en consecuencia

promoviendo una mayor respuesta antioxidante (87,88,89,90).

El manejo agrondémico (Anexo 1) fue similar en las dos provincias y en general es del
tipo orgénico, por ejemplo, respecto al empleo de fertilizantes, para la preparacion de la
tierra y a veces durante el crecimiento del maiz se utiliza principalmente estiércol y a
veces humus, compost y biol. Algunos estudios han mostrado que el uso de
concentraciones diferentes de fertilizantes a base de (nitrogeno y fosfatos) no influye
significativamente en la concentracion de compuestos fendlicos y por lo tanto en la
capacidad antioxidante (91,92). Sin embargo, la composicion de la tierra (no analizada en
el presente estudio) y del agua utilizada (de diferente procedencia: ya que en Caylloma
se usa el agua del canal de Majes y en Castilla el agua del canal de Andahua), podrian
también tener alguna influencia (87,93,94). Las diferencias encontradas en los resultados

obtenidos podrian estar también asociadas a factores genéticos (95,96). En consecuencia,
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son necesarios mas estudios en el maiz Cabanita para determinar la influencia de estos
factores en la sintesis de los diferentes compuestos antioxidantes que contribuyen a sus

diferentes propiedades bioldgicas.

Finalmente, es importante mencionar que los valores obtenidos por el método de
inhibicién del radical ABTS™ fueron mayores a los reportados por el método de
inhibicion del radical DPPH", esto ha sido también observado en diferentes estudios
previos (9,46,70,71,73). Ambos radicales libres son los mas usados para determinar la
capacidad antioxidante in vitro debido a su estabilidad, sin embargo, la estructura del
DPPH" obstaculiza el acceso de los antioxidantes pudiendo no reaccionar con todos,
ademéas que reacciona principalmente con los antioxidantes de naturaleza hidrofilica
debido a su solubilidad en medios alcohélicos, a diferencia del radical ABTS™ que
presenta una mayor reactividad y sensibilidad con los antioxidantes de naturaleza

hidrofilica y lipofilica (97,98).

3.3 Capacidad antioxidante de las fracciones hidrofilicas y lipofilicas del grano
de maiz Cabanita

32.3.1 Inhibicién del radical libre ABTS™

De acuerdo a la Tabla 11, los valores de capacidad antioxidante variaron desde 566 a
1069 pumol ET/100 g bs en la fraccién hidrofilica y de 63 a 87 umol ET/100 g bs en la
fraccion lipofilica. Segun la provincia de origen, la fraccion hidrofilica de las muestras de
maiz Cabanita procedentes de Caylloma presento valores de 566 a 685 umol ET/100 g
bs, valores inferiores a los obtenidos en el maiz de Castilla (652 a 1069 pumol ET/100 g
bs). En el caso de la fraccidn lipofilica, los valores entre provincias fueron similares, los
rangos variaron de 74 a 86 umol ET/100 g bs para las muestras de Caylloma, y de 63 a

87 umol ET/100 g bs para el maiz de Castilla.
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Tabla 11. Capacidad antioxidante por método de inhibicion de radical libre ABTS™" y

DPPH® (umol ET/100 g de bs) de las fracciones hidrofilicas y lipofilicas.

Método ABTS™ DPPH*
Cadigo Hidrofilica | Lipofilica | Hidrofilica | Lipofilica
652 + 85+ 348 + 35+
BCL** 42 b 6ab 54 ab 3ab
566 74 + 268 + 24 +
BAL* 11b 6abc 51 bec 6b
677 £ 82 + 325+ 35+
Caylloma BHL* 32 b 5 ab 30 5 ab
618 + 76 295 + 31+
BLL** 48 b 5 abc 27 bc 6 ab
685 + 86 336 + 34 £
BOL** 23 b 3 ab 23 ab 4 ab
1069 + 87 + 398 + 40 +
*dk
e 902 62 35 104
684 + 77+ 228 + 40 £
AHP* 51 b 8 abc 30 c 1 ab
662 + 78 + 266 + 33+
Castilla CAL*>* 58 b 8 abc 31 bc 6 ab
689 + 63 + 310 + 35+
YSL* 59 b 5 bc 15 abc 5 ab
652 + 72 + 291 + 34 +
CPL* 38b 6C 14bc 3ab

*n= 3, **n=4. Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica

significativa (p<0.05).
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A pesar que la informacion cientifica sobre la capacidad antioxidante hidrofilica y
lipofilica en muestras de cereales como el maiz aun es limitada, los resultados obtenidos
en la fraccion hidrofilica del maiz Cabanita son mayores en comparacion con los
reportados por Deng et al. (100) quienes evaluaron diferentes granos y en el caso de
muestras de maiz de mercados de China, obtuvieron valores de 28 umol ET/100 g bs, en
sorgo 89 pumol ET/100 g bs y en trigo 54 umol ET/100 g bs, Marecek et al. (97)
determinaron valores de 300 y 330 umol ET/100 g bs en la fraccion hidrofilica de
muestras de malta y cebada, respectivamente. En cuanto a la fraccion lipofilica, los
valores determinados en el actual estudio son bajos en relacién a lo obtenido por Deng et
al. (100) que obtuvo 424 umol ET/100 g bs en maiz (China) y 315 umol ET/100 g bs en
trigo, al igual que Konopka et al. (101) que informaron un valor de 124 pumol ET/100 g
bs para el trigo. El tipo de muestra (factores genéticos) y la procedencia generalmente
asociada a condiciones agroclimaticas especificas serian factores relevantes en las
diferencias encontradas, sin embargo, otros aspectos como la metodologia de extraccion
aplicada (tipo de solvente que usaron los otros autores para las fracciones hidrofilicas y

lipofilicas) podrian también contribuir con las diferencias observadas en los resultados.
3.3.2 Inhibicidon del radical libre DPPH".

Al igual que lo observado con el método de inhibicién del radical libre ABTS™, la
capacidad antioxidante de las fracciones hidrofilicas del maiz Cabanita fueron mayores a
los resultados de la fraccion lipofilica presentando valores de 228 a 398 umol ET/100 g
bs, mientras que los valores de las fracciones lipofilicas oscilaron de 24 a 40 umol ET/100
g bs. Entre ambas provincias los resultados fueron en general similares, la fraccion
hidrofilica de las muestras de Caylloma present6 valores de 268 a 348 umol ET/100 g bs,

mientras que las de Castilla tuvieron un rango de 228 a 398 umol ET/100 g bs, en cuanto
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a la fraccion lipofilica el maiz de Caylloma presentd una capacidad antioxidante de 24 a

35 umol ET/100 g bs y el de Castilla de 33 a 40 umol ET/100 g bs.

Existen pocos estudios referidos a las fracciones lipofilicas mediante este método en
cereales o alimentos; sin embargo, los valores de la presente tesis son comparables con
los rangos obtenidos en la fraccidn hidrofilica de la cebada (200 umol ET/100 g bs) y
malta (330 pumol ET/100 g bs) (93), mientras que en la fraccion lipofilica los valores son
menores a los reportados en trigo 252 a 709 umol ET/100 g bs (102). Estas diferencias

pueden explicarse por diversos factores previamente expuestos.

Los resultados presentaron tendencias similares a los obtenidos con el método de
inhibicion de radical ABTS™", los valores son mayores en la fraccion hidrofilica
comparado con la fraccion lipofilica y de igual forma la muestra AAP de Castilla fue la
que presentd los valores mas altos en ambas fracciones (398 umol ET/100 g bs y 40 umol

ET/100 g bs, fraccion hidrofilica y lipofilica, respectivamente).

Al analizar todos los resultados de forma conjunta, se observa que la muestra AAP de la
provincia de Castilla presentd los mayores valores de capacidad antioxidante hidrofilica
y lipofilica por ambos métodos. Esta misma muestra también obtuvo la mayor capacidad
antioxidante total con un aporte significativo de la fraccion fenodlica ligada. Como
mencionado previamente, esta muestra procede de una zona de cultivo a mayor altura en
la provincia de castilla (distrito de Andahua, Anexo 1). Se conoce que a mayor altura
existe una mayor exposicion a luz solar (87) este factor sumado a los rangos de
temperaturas mas bajas presentadas en el periodo de crecimiento del maiz en esta zona
geografica, podrian haber influenciado una mayor biosintesis de carotenoides, debido a
que estos compuestos tienen un efecto de fotoproteccion del cultivo ademéas de ser
precursores de apocarotenoides que ayudan a tolerar la ausencia de agua (105). Es posible

entonces que una mayor concentracion de carotenoides esté aportando de manera
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importante a la capacidad antioxidante lipofilica en la muestra AAP. Esto en conjunto
con una posible mayor presencia de compuestos fenoélicos que también cumplen una
funcién de proteccion ante factores de estrés abioticos (87), explicarian en general la
mayor capacidad antioxidante (total, hidrofilica y lipofilica) presentada por la muestra

AAP. Sin embargo, esto debe ser confirmado en otros trabajos de investigacion a futuro.

Ambos meétodos han revelado que la fraccion hidrofilica es la que aporta
significativamente a la capacidad antioxidante del maiz respecto a la fraccion lipofilica,
y esto podria explicarse por la mayor concentracion de compuestos fendlicos que
generalmente se encuentra en la fraccion libre del maiz respecto a las concentraciones de
compuestos liposolubles como los carotenoides. Asi Zilic et al. (103) ha reportado un
rango de fenolicos totales de 4.49-10.5 mg equivalente de acido galico (EAG)/g bs,
mientras que el contenido de carotenoides oscil6 entre 0.01 a 13.89 pg/g bs de luteina y
de 0.21 a 2.42 pg/g bs de B-caroteno en granos de maiz de pigmentacion variable y de
diferentes procedencias. En otro estudio con 4 maices pigmentados cultivados en Italia,
dos de ellos con pigmentacion amarilla y roja se reportaron valores de fenolicos totales
de 1359 a 4047 pg equivalentes de catequina/g bs y carotenoides totales 3.4 a 71.6 pg/g

bs (106).

En relacién al tipo de compuestos antioxidantes hidrofilicos, es posible que los
compuestos fendlicos libres como ciertos &cidos fendlicos y sus derivados aporten a la
capacidad antioxidante hidrofilica en el maiz Cabanita. Ranilla et al. (8) identificaron en
la fraccion fenolica libre de algunas muestras de maiz Cabanita derivados de acidos
fendlicos del tipo hidroxicinamico como derivados de acido p-cumarico, de acido feralico
y de éacido cafeico. En el presente estudio, la capacidad antioxidante de la fraccion
lipofilica fue mayor en los granos de pigmentacion amarillo-blanca, naranja y

parcialmente roja. Esto podria estar relacionado con la presencia de compuestos mas
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apolares, principalmente carotenoides como: luteina, zeaxantina, p-caroteno (103,106).
Song et al (107) realizd un estudio mas amplio en el cual reportd trans-luteina, trans-
zeaxantina, trans-o-criptoxantina, trans-f-criptoxantina y violaxantina, ademéas de
diferentes isomeros de estos compuestos en menores concentraciones (107). Otros
compuestos lipofilicos como homdlogos de tocoferol (80), ademas de fitoesteroles como
B-sitosterol, campesterol y estigmasterol (104) también han sido reportados en diferentes
muestras de maiz. A través de estudios a futuro se podrian determinar los perfiles y
contenidos de los compuestos antioxidantes presentes en las muestras de maiz Cabanita

evaluados en el presente estudio.
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CONCLUSIONES
- Las muestras de maiz Cabanita procedente de 10 puntos geograficos en total de las
provincias de Caylloma y Castilla en la regién Arequipa presentaron capacidad
antioxidante en sus fracciones fendlicas libre, ligada, hidrofilica y lipofilica con los
métodos de inhibicion de los radicales libres ABTS™" y DPPH", constituyendo por lo

tanto un potencial alimento saludable para los consumidores.

- Lacapacidad antioxidante del maiz Cabanita evaluada con ambos métodos fue mayor
en las fracciones fendlicas ligadas a la fibra dietética (2583 a 4041 pumol ET/100 g bs,
642 a 948 pumol ET/100 g bs, con los métodos de inhibicion del ABTS "y del DPPH",
respectivamente) que en las fracciones libres (37 a 107 umol ET/100 g bs, 35 a 93
umol ET/100 g bs, con los métodos de inhibicion del ABTS" y del DPPH",
respectivamente), contribuyendo significativamente a los valores de capacidad

antioxidante total.

- La capacidad antioxidante de las fracciones hidrofilicas (566 a 1069 umol ET/100 g
bs, 228 a 398 umol ET/100 g bs, con los métodos de inhibicion del ABTS™* y del
DPPH", respectivamente) del maiz Cabanita procedente de Caylloma y Castilla
determinada con ambos métodos fue mas alta que en las fracciones lipofilicas (63 a
87 umol ET/100 g bs, 24 a 40 umol ET/100 g bs, con los métodos de inhibicién del

ABTS "y del DPPH?", respectivamente).
- Los rangos de capacidad antioxidante total (fraccion fendlica libre + fraccion fendlica
ligada) fueron mayores en el maiz procedente de la provincia de Castilla comparados

con los de Caylloma. La capacidad antioxidante hidrofilica y lipofilica fue en general
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similar en las muestras de ambas provincias, aunque el rango de capacidad
antioxidante de la fraccion hidrofilica con el método de inhibicién del ABTS™" fue

mayor en las muestras de Castilla que en las de Caylloma.

- Lamuestra AAP (Castilla) presentd los mayores valores de capacidad antioxidante en
la fraccion fendlica ligada (4041 umol ET/100 g bs con el método de inhibicion del
ABTS* y 948 pumol ET/100 g bs con el método de inhibicion del DPPH"), en la
fraccion hidrofilica (1069 pmol ET/100 g bs con el método de inhibicion del ABTS**
y 398 pumol ET/100 g bs con el método de inhibicion del DPPH"), y en la fraccion
lipofilica (87 pumol ET/100 g bs con el método de inhibicion del ABTS** y 40 pmol
ET/100 g bs con el método de inhibicion del DPPH")), presentando por lo tanto un

potencial para su aplicacion en programas de reproduccion de semillas a futuro.
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RECOMENDACIONES

- Es necesario investigar el tipo de compuestos antioxidantes presentes en el maiz
Cabanita y su correlacion con los resultados de capacidad antioxidante in vitro

obtenidos en el presente trabajo de investigacion.

- Llevar a cabo estudios que determinen la posible influencia de los factores genéticos,
agroclimaticos, los procedimientos experimentales y demas factores abioticos que

podrian influir en el contenido de los compuestos antioxidantes y su relacion con la

actividad antioxidante.

- Con los resultados obtenidos con estos métodos in vitro, se tiene una base para

proceder con estudios in vivo a futuro.
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Anexo 1. Temperaturas maximas y minimas de lugares cercanos a los puntos de coleccion y manejo agronémico.

Tabla 12. Caylloma y Castilla, periodo agosto del 2018 a mayo del 2019.

2018 2019 Promedio
Provincia Distrito Temperatura °C Temperatura °C Temperatura °C Fertilizante™ P(;c;::zgir;%a
Mes Max Min Mes Max Min Max Min
Agosto 19.42 5.07 Enero 1894 | 7.83
Setiembre 19.89 | 5.63 Febrero | 17.68 | 7.82
Caylloma Cabanaconde Octubre 19.23 | 5.89 Marzo 18.23 | 7.50 19,17 6,56 Biol y compost | Canal de Majes
Noviembre 19.83 | 6.37 Abril 18.99 | 6.98
Diciembre 1990 | 6.64 Mayo 19.62 | 5.90
Agosto 18.22 2.79 Enero 17.27 5.81
Setiembre 18.85 | 3.60 Febrero | 16.04 | 6.00
Castilla Andagua Octubre 17.78 | 4.18 Marzo 17.23 | 5.85 17,77 4,69 Abono g‘zgzlhﬂz
Noviembre 18.25 | 4.53 Abril 1758 | 5.08
Diciembre 18.70 5.21 Mayo 17.77 | 3.85
Agosto 20.33 5.01 Enero 20.62 | 941
Setiembre 21.27 | 5.28 Febrero | 19.23 | 9.47
Castilla Chachas Octubre | 2060 | 6.90 | Marzo | 2045 | 9.41 | 20,60 | 7,61 Abono iﬁrﬂ]ﬂz
Noviembre 20.98 | 7.45 Abril 20.28 | 8.23
Diciembre 21.89 | 8.59 Mayo 20.33 | 6.34

Fuente: SENAMHI (10) y datos adaptados de Fuentes (70).
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Anexo 2. Ejemplo de microplaca y curvas de calibracién con el método in vitro de
inhibicién del radical libre ABTS™.
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Figura 12. Ejemplo de microplaca con el método in vitro de inhibicion del radical libre

ABTS™.

Tabla 13. Curva de calibracion representativa utilizada para el analisis de la fraccion

libre, ligada e hidrofilica aplicando el método in vitro de inhibicion del radical libre

ABTS™.
pmol equivalente de Absorban_cia % de inhibicién % de inhib@cién Desyiacién

Trolox promedio promedio estandar
0.6050 14.67

20.08 0.6080 11.24 11.88 2.53
0.6130 9.72
0.5440 23.27

40.16 0.5460 20.29 21.10 1.90
0.5450 19.73
0.4740 33.15

60.24 0.4680 31.68 31.38 1.94
0.4800 29.31
0.4120 41.89

80.32 0.4090 40.29 41.29 0.87
0.3960 41.68
0.3420 51.76

100.40 0.3240 52.70 52.05 0.56
0.3280 51.69
0.2770 60.93

120.48 0.2790 59.27 60.59 1.18
0.2610 61.56

160.64 01360 50,82 81.58 1.07
0.1210 82.34
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Figura 13. Curva de calibracién representativa utilizada para el anlisis de la fraccion
libre, ligada e hidrofilica aplicando el método in vitro de inhibicion de radical libre
ABTS™.

Tabla 14. Curva de calibracién representativa utilizada para el analisis de la fraccion

lipofilica aplicando el método de inhibicién ABTS".

pmol equivalente Absorbancia % de inhibicion % de inhib?cién Desyiacién
de Trolox promedio promedio estandar
0.7110 5.07
10.00 0.7000 5.41 5.63 0.69
0.7160 6.41
0.6390 14.69
40.00 0.6440 12.97 14.80 1.88
0.6370 16.73
0.5970 20.29
60.00 0.5770 22.03 22.47 243
0.5730 25.10
0.5540 26.03
80.00 0.5330 27.97 29.03 3.63
0.5120 33.07
0.4740 36.72
100.00 0.4490 39.32 39.12 2.30
0.4490 41.31
0.4360 41.79
120.00 0.3900 47.30 46.04 3.78
0.3900 49.02
0.3450 53.94
160.00 0.3410 53.92 56.48 441
0.2940 61.57
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Figura 14. Curva de calibracion representativa utilizada para el analisis de la fraccion

lipofilica aplicando el método de inhibicién ABTS™ .

Anexo 3. Ejemplo de célculo para la determinacion de umoles de TE/100 g BS.
Como ejemplo para los calculos realizados se toma la fraccion ligada del punto BHL-a,

utilizando la curva presentada en la tabla 13 y figura 13.

% inhibicién = (0.6630 — 0.3000) x 100

= 55.699
0.6670 A4
55.69 — 1.5365)
uM trolox Eq = ( =
04965 x 25 = 2726.76

5
umoles trolox Eq/100g = 2726.76 x 1000, 100 = 2726.54
0.50004 '

umoles trolox Eq/100g BS = 2726.54x100 _ 3031.85

100 —10.07
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Anexo 4. Analisis estadistico de los resultados por el método de inhibicién del radical
libre ABTS™.

a) Inhibicion del radical libre ABTS™": Fraccion fendlica libre.

ANOVA
Grados de | Suma de | Medias de | F P
libertad cuadrados cuadraticas

Tratamiento | 9 19564 2173.8 9.5 | 0.00000396

HSD Tukey

Cddigo Grupo

CPL A

BCL A

AAP B

YSL B

BHL B

CAL B

BOL B

AHP B

BAL B

BLL B

b) Inhibicidn del radical libre ABTS™": Fraccion fendlica ligada.

ANOVA
Grados de | Suma de | Medias de | F P
libertad cuadrados | cuadraticas

Tratamiento | © 8983551 998172 16.25 | 2.26E-08

HSD Tukey

Cddigo Grupo

AAP A

CAL Ab

AHP Ab

YSL Abc

CPL Bcd

BCL Bcde

BHL Cdef

BLL Def

BAL Ef

BOL F
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c) Inhibicién del radical libre ABTS"": Fraccion fendlica total (libre + ligada).

= ANOVA
Grados | Suma de | Medias de | F p
de cuadrados | cuadraticas
libertad
Tratamiento 9 9163614 1018179 16.39 | 2.08E-08
=  HSD Tukey
Cddigo Grupo
AAP A
CAL Ab
AHP Ab
YSL Abc
CPL Bcd
BCL Bcd
BHL Cde
BLL De
BOL E
BAL E
d) Inhibicion del radical libre ABTS"": Fraccion hidrofilica.
=  ANOVA / Kruskal Wallis
Grados | Suma de | Medias de | F p
de cuadrados | cuadraticas
libertad
Tratamiento 9 650763 72307 2759 | 7.99E-11
= HSD Tukey
Caodigo Grupo
AAP A
YSL B
BOL B
AHP B
BHL B
CAL B
CPL B
BCL B
BLL B
BAL B
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e) Inhibicién del radical libre ABTS™": Fraccion lipofilica.

= ANOVA
Grados | Suma de | Medias de | F P
. de cuadrados | cuadraticas
Tratamiento libertad
9 1712.7 190.3 5.658 | 2.76E-04
=  HSD Tukey
Cddigo Grupo
AAP A
BOL Ab
BCL Ab
BHL Ab
CAL Abc
AHP Abc
BLL Abc
BAL Abc
CPL Bc
YSL 8,

Anexo 5. Ejemplo de microplaca y curvas de calibracién con el método in vitro de
inhibicion del radical libre DPPH".

Controles

Blanco

Curva de
calibracion

Muestras

Figura 15. Ejemplo de microplaca con el método in vitro de inhibicion del radical libre
DPPH".
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Tabla 15. Curva de calibracién representativa utilizada para el anélisis de la fraccién

libre, ligada e hidrofilica aplicando el método in vitro de inhibicién del radical libre

DPPH".
pmol equivalente Absorban_cia % de inhibicién % de inhib_icién DeS\{iacién
de Trolox promedio promedio estandar
0.5650 8.43
20.08 0.5730 7.88 7.97 0.41
0.5700 7.62
0.5090 17.50
40.16 0.5190 16.56 16.27 1.40
0.5260 14.75
0.4750 23.01
60.24 0.4620 25.72 24.57 1.40
0.4630 24.96
0.4030 34.68
80.32 0.3950 36.50 36.10 1.26
0.3880 37.12
0.3420 44.57
100.40 0.3460 44.37 44.34 0.24
0.3450 44.08
0.2750 55.43
120.48 0.2880 53.70 54.80 0.96
0.2760 55.27
0.1690 72.61
160.64 0.1680 72.99 73.22 0.76
0.1600 74.07
o 80.00
§ 70.00 y =0.4701x - 2.3547 @
£ 60.00 R? =0.9988
S 50.00
S 40.00 .'_.--"’
g 30.00 ‘
‘= 20.00
% 10.00 .--"'.
T 0.00
X 0.00 50.00 100.00 150.00 200.00

Concentracion [IM de trolox

Figura 16. Curva de calibracion representativa utilizada para el anlisis de la fraccién
libre, ligada e hidrofilica aplicando el método in vitro de inhibiciéon de radical libre
DPPH™.
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Tabla 16. Curva de calibracidn representativa utilizada para el anélisis de la fraccién

lipofilica aplicando el método de inhibicion DPPH".

pmol equivalente de Absorbancia % de inhibicion % de inhibicion Desviacion
Trolox promedio 0 promedio estandar
0.6090 3.94
10.00 3.74 0.29
0.6280 3.53
0.5640 11.04
40.00 0.5530 15.05 13.49 2.15
0.5540 14.37
0.5080 19.87
60.00 0.5200 20.12 20.85 1.49
0.5010 22.57
0.4750 25.08
80.00 0.4620 29.03 28.50 3.18
0.4440 31.38
0.4480 29.34
100.00 0.4370 32.87 33.46 4.45
0.4000 38.18
0.3870 38.96
120.00 0.3730 42.70 42.16 2.97
0.3570 44.82
0.3260 48.58
160.00 0.3140 51.77 52.15 3.78
0.2840 56.11
° 60.00
B <000 y =0.3292x + 0.9597 ~®
€ R? = 0.9956
2 40.00 .
o o
5 30.00 o
S
2 20.00 ey
= .0
£ 10.00 L
[)] a
'\2 0.00
° 0.00 50.00 100.00 150.00 200.00
1M de trolox

Figura 17. Curva de calibracion representativa utilizada para el andlisis de la fraccién

lipofilica aplicando el método de inhibicion DPPH".
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Anexo 6. Analisis estadistico de los resultados por el método de inhibicién del radical
libre DPPH".

a) Inhibicion del radical libre DPPH™": Fraccién fendlica libre.

Kruskal - Wallis

Tratamiento

Grados de libertad

Chi-cuadrado

P

9

29.644

0.0005043

Dunn test con arreglo de Bonferroni

Cadigo Grupo
CPL a
BCL a
BAL ab
YSL ab
AAP ab
CAL ab
AHP ab
BHL ab
BOL ab
BLL b

b) Inhibicion del radical libre DPPH": Fraccion fendlica ligada.

ANOVA
Grados de | Suma de | Medias de | F P
libertad cuadrados cuadraticas

Tratamiento 9 317615 35291 8.09 | 0.0000161

HSD Tukey

Cadigo Grupo

AAP a

CAL ab

AHP ab

BCL abc

CPL abc

YSL abc

BLL bcd

BHL bed

BAL cd

BOL d
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¢) Inhibicion del radical libre DPPH": Fraccion fenolica total (libre + ligada).

ANOVA
Grados | Suma de | Medias de | F p
. de cuadrados | cuadraticas
Tratamiento libertad
9 364344 40483 9.086 | 0.00000588
HSD Tukey
Cddigo Grupo
AHP a
CAL ab
AHP ab
CPL ab
BCL ab
YSL abc
BLL bcd
BHL bcd
BAL cd
BOL d
d) Inhibicion del radical libre DPPH": Fraccidn hidrofilica.
ANOVA
dGerados Suma de Medias de £ p
Tratamiento | [ipertad cuadrados | cuadraticas
9 75352 8372 7.298 | 0.0000381
HSD Tukey
Caodigo Grupo
AAP a
BCL ab
BOL ab
BHL ab
YSL abc
BLL bc
CPL bc
BAL bc
CAL bc
AHP c
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= ANOVA

DE SANTA MARIA

dG;adOS Suma de Medias_de F P
Tratamiento | [ipertad cuadrados | cuadréticas
9 603 67 2.105 | 0.0686
= HSD Tukey
Caodigo Grupo
AAP a
AHP ab
YSL ab
BCL ab
BHL ab
BOL ab
CPL ab
CAL ab
BLL ab
BAL b
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Anexo 7. Certificado de Cumplimiento Reconocido Internacionalmente (CCRI) ABSCH-

IRCC-PE-256874-1

7N
Qo)
“A.',&y Convention on

Biological Diversity

Access and Benefit-Sharing Clearing-House (ABSCH)

ABSCH-IRCC-PE-256874-1
Internationally recognized certificate of compliance

constituted from information on the permit or its
equivalent made available to the Access and
Benefit-sharing Clearing-House

In accordance with Article 17, paragraph 2, of the Nagoya Protocol on Access and Benefit-sharing, a
permit or its equivalent issued in accordance with Article 6, paragraph 3 (e) and made available to

the Access and Benefit-sharing Clearing-House, shall constitute an internationally recognized
certificate of compliance.

General Information

Issuing country

PERU

Verification link (view latest version)

https://absch.cbd.int/database/ABSCH-IRCC-PE-256874

ABS-CH Unique Identifier (UID)

ABSCH-IRCC-PE-256874-1

Issuing Authority

- Competent National Authority: ABSCH-CNA-PE-203840-6
COMPETENT NATIONAL AUTHORITY

Instituto Nacional de Innovacién Agraria
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A3

Av. La Molina, N° 1981, La Molina Lima
Peru

Phone: +1 511.240.2100

Email: jefatura@inia.gob.pe

Website: http://www.inia.gob.pe

? ABSCH-CNA-PE-203840-6

Details of the permit or its equivalent

Reference number of the permit or its equivalent

00030PER/INIA-2021

Additional national references or identifiers
Resolucién Directoral N° 0006-2021-INIA-DGIA de fecha 23 de junio de 2021, publicada en El Peruano el 26 de

junio de 2021, la cual autoriza la suscripcién el Contrato de Acceso a Recursos Genéticos N°
002-2021-MIDAGRI-INIA/DGIA realizada el 23 de junio de 2021.

Date of issuance of the permit or its equivalent

27 Jun 2021

Date of expiry of the permit or its equivalent

27 Jun 2024

Prior Informed Consent (PIC) Information

Confirmation that prior informed consent (PIC) obtained or granted

YES

Provider The person or entity that holds the right to grant access to the genetic resources in accordance with domestic
legislation.

- Competent National Authority: ABSCH-CNA-PE-203840-6

COMPETENT NATIONAL AUTHORITY
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Instituto Nacional de Innovacién Agraria
Av. La Molina, N° 1981, La Molina Lima
Peru

Phone: +1 511.240.2100

Email: jefatura@inia.gob.pe

Website: http://www.inia.gob.pe

? ABSCH-CNA-PE-203840-6

Entity to whom PIC was granted

- Organization: Universidad Catélica de Santa Maria

ORGANIZATION

Universidad Catdlica de Santa Maria
Academic or research institute

Urb. San José s/n Umacollo Arequipa
Peru

Phone: +51 54 382038

Email: ucsm@ucsm.edu.pe

Mutually Agreed Terms (MAT) Information

Confirmation that mutually agreed terms (MAT) have been established

YES

Additional information about the mutually agreed terms

Contrato de Acceso a Recursos Genéticos N° 002-2021-MIDAGRI-INIA/DGIA.

Subject-matter

Subject-matter or genetic resources covered:

El acceso cubre recursos genéticos y derivados contenidos en mazorcas de la raza “cabanita” de maiz (Zea
mays), proveniente de la Regién Arequipa, obtenidas en condiciones in situ en parcelas de agricultores que
otorgaron su consentimiento fundamentado previo. La solicitud de acceso a los recursos genéticos fue
aprobada mediante Resolucién Directoral N° 0006-2021-INIA-DGIA de fecha 23 de junio de 2021.
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Information on the utilization of the genetic resource(s)

Type of use allowed by the permit or its equivalent

Non-Commercial

Specific uses covered by the permit or its equivalent or use restrictions:

La USUARIA tiene derecho a acceder a los recursos genéticos de maiz (Zea mays), para el cumplimiento de los
objetivos del proyecto: “Andlisis metaboldmico y transcriptémico para la identificacién preliminar de genes
involucrados en la biosintesis de carotenoides y polifenoles con potenciales propiedades antioxidantes e
hipoglucémicas in vitro en la raza de maiz (Zea mays L.) Cabanita de la regién Arequipa”, sin fines
comerciales, con el objetivo general de contribuir a la valorizacién de esta raza de maiz, particularmente, por
los compuestos bioactivos relevantes para la salud que contiene.

Cualquier modificacién en la utilizacién de los recursos genéticos y sus derivados accedidos, que implique la
variacién de las actividades no comerciales a actividades comerciales, requiere el inicio de un nuevo
procedimiento de acceso ante la AAE.

La USUARIA no podré reclamar derechos de propiedad sobre los recursos genéticos y sus derivados objeto del
Contrato. Asimismo, el contrato no otorga, expresa o implicitamente, a la USUARIA derechos de propiedad
intelectual.

Conditions for third party transfer:

La USUARIA no debe transferir los recursos genéticos y sus derivados objeto del contrato a terceros, sin la
autorizacion de la AAE. (7.6)

La USUARIA no debe trasladar las muestras del recurso genético y sus derivados objeto del contrato fuera del
pais, salvo para los servicios que se ejecutaran en la Pontifica Universidad Catélica de Valparaiso (Chile) y
MACROGEN (Corea del Sur) para el andlisis que se requiere en el marco del proyecto, debiendo gestionar los
correspondientes permisos y controles de ley (Aduanas, SENASA, entre otros).

En el caso excepcional que la USUARIA requiera la salida del material genético, deberd gestionar ante la AAE la
autorizacién correspondiente.

Asimismo, la USUARIA debe destruir los remanentes de los recursos genéticos y sus derivados accedidos,
resultado de la ejecucién y/o culminacién del proyecto con la finalidad de evitar el uso indebido de tales
recursos, bajo responsabilidad. Debera acreditar la referida destruccién con un informe documentado que
incluya la prueba fehaciente de tal hecho.

Amendment History

Date Action Comment Unique identifier
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25 AUG 2021 CURRENT Permit information published to the ABSCH-IRCC-PE-256874-1
17:23 VERSION ABS clearing-house and certificate

constituted.

Further Information

Questions about the permit or its equivalent constituting
an internationally recognized certificate of compliance
should be addressed to the competent national
authority issuing the permit or its equivalent. Additional
information about the permit or its equivalent may be
available in the Access and Benefit-Sharing Clearing
House ( https://absch.cbd.int/).

Questions about the Nagoya Protocol on Access and
Benefit-sharing or the operation of the Access and
Benefit-sharing Clearing-House may be directed to the
Secretariat of the Convention on Biological Diversity.
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Secretariat of the Convention on Biological
Diversity

413 rue Saint-Jacques, suite 800

Montreal, Québec, H2Y 1N9

Canada

Fax: +1 514 288-6588

Email:




