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RESUMEN

Introducciéon: Actualmente, hay un creciente interés por el consumo de
alimentos funcionales ricos en compuestos bioactivos, y esto es debido a
sus efectos benéficos en la salud del ser humano. Objetivo: Evaluar el
contenido de los compuestos bioactivos y actividad antioxidante en coronta
de maiz morado (Zea mays L.) de tres regiones del Peru. Materiales y
método: Las muestras fueron obtenidas en Lima, Abancay y Cajamarca.
Los extractos fueron preparadas con etanol al 20 %, pH 2, en una relacién
coronta: solvente 1:100 (p/v) a una temperatura de 70 °C por 30 minutos.
Resultados: Las antocianinas totales estuvieron en el rango de 24,41 a
42,64 mg/g muestra seca, los polifenoles totales en 67,85 a 94,09 mg/g
muestra seca expresado como equivalente de acido galico (EAG) y los
flavonoides entre 3,09 a 4,43 mg/g muestra seca expresado como
equivalente de quercetina (EQ). El contenido de cianidina-3-glucdsido vario
de 9,46 a 18,50 mg/g muestra seca y fue determinado por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC). De estos ensayos la muestra de Lima
presento el mayor contenido de estos compuestos bioactivos. La capacidad
antioxidante expresado como TEAC-DPPH estuvo en el rango de 79,46 a
118,29 pg/mg muestra seca, en el TEAC-ABTS fue de 80,43 a 124,33 pg/mg
muestra seca, en el VCEAC-DPPH entre 87,67 a 130,50 ug/mg muestra
seca y para el VCEAC-ABTS varié de 61,02 a 94,32 uyg/mg muestra seca.
Ademas, se observd que el extracto de coronta de maiz morado de las tres
muestras fue capaz de reducir significativamente los niveles de TBARS en el
rango de 31 a 53 % con respecto al control. Finalmente, el indice de
oxidacion abarco entre 20 a 55 segundos. De estos ensayos la muestra de
Lima obtuvo la mayor actividad antioxidante. Conclusién: La coronta de
maiz morado de la region Lima presentd los valores mas altos en
polifenoles, flavonoides, antocianinas totales y cianidina-3-glucésido,

ademas la mayor capacidad antioxidante.

Palabras clave: Zea mays, flavonoides, antocianinas, glucoésidos, capacidad

antioxidante.



ABSTRACT

Introduction: Currently, there is a growing interest in the consumption of
functional foods rich in bioactive compounds and this is due to its beneficial
effects on human health. Objective: Evaluate the content of the bioactives
compounds and antioxidant activity in purple corn cob (Zea mays L.) of three
differents regions of Peru. Materials and method: The samples were
obtained in Lima, Cajamarca and Abancay. The extracts were prepared with
etanol to 20 %, pH 2, in a ratio of corn cob: solvent 1:100 (p/v) at a
temperature of 70 °C for 30 minutes. Results: The results of total
anthocyanins were between 24,41 to 42,64 mg/g dry sample, the total
polyphenols were in the range 67,85 to 94,09 mg/g dry sample expressed as
gallic acid equivalent (GAE) and the flavonoids between 3,09 to 4,43 mg/g
dry sample expressed as quercetin equivalent (QE). The cyanidin-3-
glucoside content varied in the range from 9,46 to 18,50 mg/g dry sample
and was determined by high performance liquid chromatography (HPLC). Of
these tests, the Lima sample obtained the highest content of the bioactives
compounds. The antioxidant activity expressed as TEAC-DPPH was in the
range of 79,46 to 118,29 ug/mg dry sample, in the TEAC-ABTS was of 80,43
to 124,33 ug/mg dry sample, in the VCEAC-DPPH between 87,67 to 130,50
pMg/mg dry sample and for the VCEAC-ABTS varied of 61,02 to 94,32 ug/mg
dry sample. Also, it was observed that purple corn extract of the three
samples is capable of significantly reducing the TBARS levels in the range of
31 to 53 % with respect to control. Finally, the oxidation index included varied
of 20 to 55 seconds. Of these tests the Lima sample obtained the highest
antioxidant capacity. Conclusion: The purple corn cob of the region Lima
presented the highest values in polyphenols, flavonoids, total anthocyanins,

cyanidine-3-glycoside, also greater antioxidant capacity.

Key words: Zea mays, flavonoids, anthocyanins, glucosides, antioxidant

activity.



GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ABTS: acido 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico.
DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo.

DMPD: N, N,- dimetil-p-fenilendiamina

Trolox: Acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcromano-2-carboxilico.
INIA: Instituto Nacional de Innovacion Agraria.

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Resolucién.

MDA: Malondialdehido.

TBA: Acido 2-tiobarbiturico.

TBARS: Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico.
TCA: Acido Tricloro acético.

IC 50: Concentracion inhibitoria al 50%.

MINAGRI: Ministerio de Agricultura y Riego.

INCAGRO: Instituto Nacional de Capacitacién Agropecuaria.
RFC: Reactivo FolinCiocalteu.

EAG: Equivalente de acido galico.

ER: Equivalente en rutina.

EQ: Equivalente dequercetina.

PAL: Fenilalanina amonio liasa.

BPS: Buffer fosfato salino.

ANOVA: Analisis de Varianza.

EROS: Especies reactivas del oxigeno.

LP: Lipoperoxidacion.

RL: Radical libre.

EROs: Especies reactivas de oxigeno.

SENAMHI: Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia.
OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

GRC: Gobierno Regional de Cajamarca.



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1  Situacion Problematica

Existe una gran demanda de consumo de alimentos funcionales que ademas
de aportar nutrientes ayudan en la prevencién de diversas enfermedades
degenerativas como cancer, diabetes, obesidad, hipertension arterial (Drago
et al.,, 2006). Estas enfermedades son en parte, originadas por varios
factores tales como estilo de vida, dieta, estrés, exposicion a la radiacion, y
algunos medicamentos. Todos estos factores de alguna u otra forma dan
lugar a la generacion de radicales libres debido a las reacciones
bioquimicas de oxido-reduccion que ocurren en el metabolismo celular
(Lagouge et al., 2013; Sanchez et al., 2013). Por tal motivo, la busqueda de
alimentos conteniendo sustancias capaces de inhibir la degradacién

oxidativa, como son los antioxidantes, es una necesidad muy importante.

Los antioxidantes son responsables de estabilizar al radical libre mediante
transferencia de electrones y atomos de hidrégeno, ademas poseen la
capacidad de inhibir la degradacidon oxidativa como la lipoperoxidacion.
Dentro de este grupo de antioxidantes se encuentran las antocianinas,
colorantes naturales que pertenecen al grupo de los flavonoides,
responsables de dar el color morado, rojo y azul en diversos frutos, bayas y
flores, y cuyo consumo ha ido en aumento y reemplazando a los colorantes
artificiales por ser estos ultimos toxicos para la salud (Guillén et al., 2014,
Salinas et al., 2012; Garzon, 2008 y Arroyo et al., 2008).

Los reportes de las investigaciones realizadas para la determinacion de
antocianinas totales emplean usualmente el método de pH diferencial, pero
recientemente se han introducido técnicas modernas como el HPLC, HPLC-
MS, metodologias que permiten obtener una mejor identificacion vy
separacion de las diferentes antocianinas presentes en el maiz morado
(Pedreschi y Cisneros, 2007; Yang et al., 2010; Moreno, 2011).



En el Peru, una de las principales regiones donde se cultiva el maiz morado
es Arequipa, cuya capacidad antioxidante ha sido estudiada por (Gorriti et
al., 2009 y Quispe et al., 2011), pero en estos ultimos afios, debido a la
demanda del maiz morado peruano por los mercados internacionales, su
cultivo se ha extendido hacia otras regiones de pais y en aquellas donde ya
se cultivaban, se han introducido variedades mejoradas por INIA y la
Universidad Agraria La Molina (MINAGRI, 2017). Por otro lado, el pais
cuenta con una compleja combinacidon de climas, suelos y microambientes
que sustentan una variada diversidad biolégica y de ecosistemas en sus
regiones de Costa, Sierra y Selva. La variacién del contenido de los
metabolitos secundarios depende de factores intrinsecos como la genética
de la planta y de factores extrinsecos que son las condiciones ambientales
de cultivo (luz, temperatura, humedad y suelo). Sin embargo, hay escasos
estudios publicados en revistas cientificas o dispersos en documentos de
circulacion restringida como tesis e informe de proyectos, sobre los
compuestos bioactivos y capacidad antioxidante del maiz morado cultivados
en estas regiones, asi como estudios comparativos entre las diferentes

regiones de cultivo ya existentes.

1.2 Formulacién del problema

¢, Cual es el contenido de los compuestos bioactivos y actividad antioxidante
de la coronta del maiz morado Zea mays L. procedente de tres regiones del

Peru?

1.3 Justificacion

El maiz morado peruano posee un alto contenido de antocianinas, lo que lo
coloca como un alimento antioxidante natural. Esta propiedad es conocida
por diversos mercados internacionales y una prueba de ello es que en el
2017 la exportacion de maiz morado llegd a 26 mercados internacionales,
cinco paises mas que el anterior periodo 2016. El 10 % de esta exportaciéon



es como colorante y el principal comprador de Peru es Estados Unidos
(MINAGRI, 2017).

Dada la importancia de ello, es necesario profundizar el estudio sobre el
contenido y tipo de las antocianinas, asi como la propiedad antioxidante de
este recurso vegetal, empleando métodos que nos permitan identificar y
medir mejor estos compuestos, asi como su capacidad antioxidante
presente no solamente en el recurso en si y sus productos, sino ademas,
probada en muestras biolégicas. Este conocimiento generado lo ubicaria en

una mejor alternativa de alimentacion saludable.

La cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), proporciona una mayor
informacion sobre la composicion de las antocianinas; es una técnica de
separaciéon muy precisa que permite su cuantificacién y facilita la obtencién
de sus perfiles cromatograficos. Debido a que el valor en el mercado del
maiz morado se debe principalmente al alto contenido de antocianinas, el
estudio de este metabolito por HPLC, serviria como un patrén de referencia
de la buena calidad de este recurso vegetal, lo que garantizara la demanda

en el mercado nacional e internacional.

Por otra parte, es importante realizar este estudio inicial de manera
comparativa entre los producidos de diversas regiones para evaluar las
diferencias o semejanzas en el contenido y actividad antioxidante de manera
que se conozca de la calidad de este recurso vegetal con la finalidad de
tener informacion que permita ingresar a mercados internacionales como

una produccién a nivel nacional.



1.4 Objetivos de la investigacion

1.4.1 Objetivo general

Evaluar el contenido de los compuestos bioactivos fendlicos y la actividad
antioxidante in vitro en coronta de maiz morado, Zea mays L., procedente de

tres regiones del Peru.

1.4.2 Objetivos especificos

o Determinar el contenido de polifenoles, flavonoides y antocianinas
totales de la coronta de maiz morado procedente de tres regiones
seleccionadas.

o Analizar el contenido de cianidina-3-glucdsido en la coronta de maiz
morado de las tres regiones seleccionadas

o Determinar la actividad antioxidante in vitro de la coronta del maiz

morado procedente de las tres regiones seleccionadas.



CAPITULO 2: MARCO TEORICO

21 Antecedentes de la Investigacion

El maiz morado es una variedad de Zea mays L. que posee la coronta y los
granos de color morado, debido a la presencia de las antocianinas. Es una
graminea anual con un gran desarrollo vegetativo que puede alcanzar hasta
los cinco metros de altura (Quispe et al., 2011). Tiene su origen en paises de
Latinoamérica como Peru, Bolivia y México. En el Peru, las principales
regiones productoras del maiz morado son Arequipa, Lima, Cajamarca,
Huanuco, Ancash, Ica, La Libertad y Ayacucho. El 80% de la produccion se
ubica en Lima, Huanuco, Ancash y La Libertad (MINAGRI, 2017).

El maiz morado es un recurso vegetal oriundo de nuestro pais y al que se le
atribuye una interesante actividad bioldgica como antioxidante, por el tipo de
compuestos bioactivos que contiene. Debido al incremento de la demanda
de este recurso vegetal y sus derivados en el mercado nacional e
internacional, en el pais se han hecho esfuerzos por ampliar las zonas de
cultivo e introducir variedades mejoradas del maiz morado que se puedan

adaptar a estas nuevas zonas de cultivo y que mejoren la produccion y

comercializacidon de este recurso.

En las regiones de Apurimac y Cajamarca se han puesto en marcha
proyectos de investigaciones con la finalidad de incrementar la produccion
de este recurso vegetal. Estas regiones presentan una variedad de pisos
ecoldgicos y microclimas que son propios para el desarrollo de cultivos

andinos como es el maiz morado.

En los ultimos afos los productores abanquinos han incentivado la
produccion de maiz morado de alta calidad con la finalidad de convertir a
Apurimac en lider de la produccion de maiz morado del Peru. Por ese
motivo, INCAGRO cofinancia el subproyecto con el objetivo de extender la
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superficie de cultivo e introducir al maiz morado como una produccién

competitiva para el departamento de Apurimac (Pozo, 2012).

En la region de Cajamarca se ha introducido el maiz morado denominada
INIA 601, variedad adaptable a los suelos de Cajamarca. Esta variedad se
siembra entre 2200 a 3000 msnm, altitudes que se pueden encontrar en el
distrito de Eduardo Villanueva de la provincia de San Marcos-Cajamarca
(GRC, 2019).

Se cultivan diversas variedades de maiz morado; todas ellas se originaron a
partir de la variedad kculli que todavia se cultiva en nuestro pais en altitudes
mayores a los 3000 msnm, especialmente en Junin, Huancavelica,
Apurimac, Cusco y Cajamarca. Esta es de mazorca corta, esfera-conica,
ahusada pronunciadamente hacia la punta; de ancho intermedio, numero
promedio de hileras, 12, irregularmente dispuestas; pedunculo corto y
delgado (Salhuana, 2004).

Flores (2008), describe otras variedades de maiz morado:

e Morado Cusco: Esta variedad posee granos grandes, dispuestos
en mazorcas de 8 hileras muy bien definidas. Su cultivo se realiza
en zonas de latitud intermedia, en los departamentos de Cusco y
Apurimac.

e Morado Arequipeno: la forma de la mazorca es similar a la
variedad Cusco, pero mas chica. Los granos estan dispuestos en
hileras regulares. El color de la tusa (coronta) es de menor
intensidad y mas precoz que otras variedades.

e Morado Canteio: Es una variedad nativa, posee una altura entre
1,8 a 2,5 metros y su floracion ocurre entre los 110-125 dias. Su
cultivo se presenta en diferentes lugares de la sierra del Peru
especialmente en las zonas altas del valle de Chillén (Lima) hasta
los 2500 msnm.

e Morado de Caraz: Se cultiva en la provincia de Caraz (Ancash) y
puede adaptarse también en la costa ya que es de precocidad

intermedia. El tamafo del grano es menor que las variedades de



origen Cuzquefo. Esta variedad muestra mayor rendimiento y
presenta la tusa (coronta) mas pigmentada.

e Negro de Junin: Presenta granos grandes y negros dispuestos
irregularmente en una mazorca corta y redondeada. Se cultiva en
la sierra centro y sur, llegando hasta Arequipa.

o Variedades mejoradas: El PMV-581 y PMV-582 son variedades
mejoradas obtenidas por la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM). EI primero es empleado para la siembra en la sierra
central y el segundo para toda la costa central. Dentro de las
variedades mejoradas por el Instituto Nacional de Innovacion
Agraria tenemos: INIA 601 para la siembra en la sierra norte
(Cajamarca) y el INIA 615 “Negro Canaan” para la sierra centro y
sur (Ayacucho, Junin, Apurimac, Cusco) y en la costa sur

(Arequipa).

En cuanto al analisis proximal de este recurso vegetal, en el grano del maiz
morado se destaca el contenido de carbohidratos y proteinas. La coronta
tiene una importante fraccién de fibra. El detalle del analisis proximal del

grano y coronta de maiz morado se presenta en el siguiente cuadro:

Cuadro 1. Analisis proximal del grano y coronta del maiz

morado
Porcentaje (%)
Componente

Grano Coronta
Humedad 11,4 11,20
Proteinas 6,7 3,74
Grasa 1,5 0,32

Fibra 1,8 24,01

Cenizas 1,7 3,31
Carbohidratos 76,9 57,42

Fuente. Datos tomados de Justiniano (2010).
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En México, Salinas et al., (2013) presentaron una revision de aquellas
investigaciones que tuvieron como objetivo la caracterizacion de
antocianinas en granos de maices mexicanas. Los autores demostraron que
el contenido y el tipo de antocianinas en el grano de maiz varian en razon al
color del grano y concentracion del pigmento acumulado en el pericarpio y/o
en la aleurona del grano. Los granos de color rojo magenta concentraron las
antocianinas en el pericarpio y la capa de aleurona y presentaron hasta 10
veces mas antocianinas que los de grano azul/morado, cuyas antocianinas
se concentraron solamente en la capa de aleurona. La acumulacion del
pigmento en las estructuras del grano determina el posible uso de este tipo
de maices. Si el pigmento se concentra en la aleurona, el grano puede ser
util para la elaboracion de productos con tonalidades azules, mientras que si
se acumula en el pericarpio y en cantidad suficiente, el grano pigmentado

podria considerarse para la extraccion de pigmentos.

Las antocianinas del maiz tienen su origen en la cianidina. Hay antocianinas
cuya estructura estda conformada por la antocianidina y un azucar unido
comunmente en el carbono 3 de su estructura, y son las de tipo no acilada.
Es posible que al azucar se una con uno o mas radicales acilos proveniente
de acidos organicos (alifaticos o aromaticos); cuando esto ocurre se generan

las antocianinas de tipo aciladas (Salinas et al., 2013).

Pedreschi y Cisneros (2007) realizaron estudios sobre la composicion de los
polifenoles en una muestra de maiz morado procedente de los Andes
Peruanos y proporcionado por la casa Fitofarma (Lima). Se obtuvo un
extracto de las mazorcas utilizando como solvente una solucion
hidroalcohdlica al 60 %; posteriormente fue convertido en polvo. Sus
resultados mostraron la presencia de varios acidos fendlicos como el acido

p-cumarico, acido vanilico, acido protocatéquico y derivados de quercetina y
hesperidina. De todos ellos, los compuestos de quercetina y derivados

fueron los mas abundantes. En cuanto a las antocianinas, reportaron:

cianidina-3- glucésido, pelargonidina-3-glucésido, peonidina-3-glucésido y



las formas aciladas de cada una de ellas. Cianidina-3-glucésido y su

derivado se encontré en mayor cantidad.

Debido a que el maiz morado también tuvo su origen en el pais de Bolivia,
Cuevas et al.,, (2008) realizaron investigaciones con los granos de seis
variedades bolivianas: Ayzuma (color purpura), Tuimuru (color purpura),
Huaca Songo (color rojo), Checchi (color purpura), Oke (color purpura) y
Kulli (color negro). Para la separacién, purificacion e identificaciéon de las
antocianinas presentes en los granos de las variedades antes mencionadas,
emplearon técnicas de cromatografia, HPLC-DAD y LC-MS/MS. Los autores
identificaron dos antocianinas mayoritarias en todas las variedades de maiz
morado estudiadas: cianidina-3-glucésido, y cianidina-3-(6"-malonil)-
glucdsido y atribuyeron que las antocianinas presentes en menor proporcion
son responsables de las tonalidades de color y pigmentacién presente en las

variedades de maiz morado.

La cianidina-3-glucosido ha servido para evaluar las variedades mejoradas
del maiz morado desarrolladas por el Instituto Nacional de Innovacion
Agraria (INIA) y cultivadas en la region de Cajamarca. Asi, Arriaga y Castro
(2011), determinaron la concentracion de cianidina-3-glucésido por HPLC,
procedente de siete germoplasmas de maiz morado: sin fertilizar, fertilizado,
sintético R, sintético amplio, linea 9, cruce 1 y cruce 2. Las determinaciones
se hicieron tanto en los granos como en las corontas. Como solvente de
extraccion emplearon el agua a 70°C durante 1,5 horas. Concluyeron que la
concentracion de cianidina-3-glucésido fue mayor en coronta (409,61 a
3083,82 mg/100g) que en grano (29,21 a 147,57 mg/100g). Dentro de las
muestras de grano fue la Linea 9 que presentd el maximo valor con 147,57
mg/100g, y en coronta, fue la muestra Sintético Amplio con 3083,82
mg/100g.

Por otra parte, Moreno (2011) desarrollé un trabajo de validacién para una
metodologia analitica que permitiera cuantificar cianidina-3-glucésido por
HPLC. Para ello, utilizé las muestras de maiz morado (sin fertilizar,

fertilizado, sintético R y cruce) y condiciones de extraccion, utilizadas por
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Arriaga y Castro. Con la metodologia validada, determind la concentracion
de cianidina encontrando una mayor concentracion en la coronta que en el
grano. La variedad sintético R fue la que tuvo mas cianidina-3-glucésido

(1194,99 mg/100g) que las otras muestras estudiadas.

La actividad antioxidante de las antocianinas también ha sido estudiada.
Kuskoski et al., (2004) determinaron la actividad antioxidante de pigmentos
antocianicos puros: delfinidina, cianidina, peonidina, pelargonidina y
malvidina todos ellos glucosilados a excepcion de la delfinidina. Utilizaron el
método de radical ABTS™ que se forma por la reaccion de ABTS con
persulfato potasico. Sus resultados mostraron que la delfinidina y cianidina-
3-glucosido presentaron actividad antioxidante dos veces mas que el Trolox,
compuesto que es utilizado como antioxidante sintético de referencia. Las
demas antocianinas tuvieron menor actividad, pero con un potencial

equiparable al Trolox.

Ramos et al., (2012) determinaron la actividad antioxidante de muestras de
maiz morado de la variedad INIA-601, obtenida de la Estacion Experimental
Bafios del Inca-Cajamarca, Peru. Se trabajaron en los granos y para su
extraccion emplearon soluciones metandlicas acidas a diferentes
concentraciones. Para determinar la actividad antioxidante en estos
extractos, se emple6 el método DPPH, ABTS, FRAP y el ensayo de
desoxirribosa. Midieron también “in vitro” la respuesta celular antioxidante en
tejido animal aislado. Para ello, prepararon los extractos con una mezcla de
metanol: agua (80:20) acidificado. Valores de las enzimas superéxido
dismutasa (SOD), catalasa, y peroxidasa total fueron reportadas como parte

de esa respuesta celular.

Mex et al., (2013) estudiaron los granos de cinco variedades de maiz:
variedades criollas de colores blanco y amarillo o hibrido blanco, variedad
roja y variedad morada, cultivadas en Hopelchén, México. Determinaron la
actividad antioxidante empleando técnicas de DPPH, DMPD, indice de
oxidacion, reduccién del ion férrico y del peréxido. Los extractos se

obtuvieron con un solvente hidroalcohdlico al 70%. La variedad morada y
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roja presentaron una mayor actividad antioxidante con la técnica de DPPH
junto con una mayor cantidad de compuestos fendlicos y antocianidinas. Sin
embargo, en el ensayo de DMPD, la variedad roja tuvo una mejor capacidad
reductora que la variedad morada. Los autores explican este
comportamiento en el sentido de que el DPPH refleja mejor la actividad
antioxidante de compuestos de menor polaridad, mientras que la técnica de
DMPD, los compuestos antioxidantes mas hidrofilicos debido a que

contienen mas grupos polares o residuos de azucar.

El estudio realizado por Doroteo et al., (2013) se baso en el analisis
comparativo de la actividad antioxidante de seis plantas peruanas: Uncaria
tomentosa (una de gato), Zea mays (maiz morado), Smallanthus sonchifolius
(yacoén), Lepidium meyenii (maca), Krameria triandra (ratania) y Physallis
peruviana (aguaymanto). Para ello, preparé extractos hidroalcohdlicos, y
determind la capacidad antioxidante por los ensayos de DPPH, ABTS,
poder reductor, por inhibicion del radical anion superdxido y por el radical
hidroxilo. Sus resultados mostraron que para la mayoria de los ensayos, la
Uncaria tormentosa y la Krameria triandra mostraron mayor actividad
antioxidante. Los extractos con mayor poder reductor fueron los de ratania,
ufia de gato y maiz morado. La alta actividad antioxidante mostrada en este
ensayo parece deberse a su gran contenido de sustancias antioxidantes:

acido ascorbico, compuestos fendlicos totales y flavonoides.

Hay una razonable evidencia cientifica de que una adecuada ingesta de
frutas, vegetales, granos, cereales tienen un efecto benéfico para la salud, y
esto en razdén a sus contenidos de compuestos bioactivos como los
flavonoles, flavonas, flavononas, catequinas, antocianidinas, procianidinas B
y sus derivados (Naczk et al., 2006); (Kyle y Duthie, 2006).

Investigaciones a través de ensayos in vitro han demostrado que los
flavonoides son potentes agentes anticancerigenos y antiaterogénicos. La
explicacion que se da para esta accién benéfica es la de actuar como

antioxidantes para las moléculas de ADN, como protectores contra los



12

efectos nocivos de la lipoproteinas de baja densidad (LDL), contra la

modulacién de la inflamacion, inhibicion de agregacién de plaquetas, efectos

estrogénicos, etc. (Duthie et al., 2000); (Kyle y Duthie., 2006).

Se estima que la hipertension es la causa de por lo menos el 45 % de las
muertes por cardiopatias en el planeta (OMS, 2013); solo en el Peru, esta
enfermedad es uno de los principales problemas de salud publica; los
resultados de una Encuesta Demografica y de Salud Familiar del afio 2012
mostraron que un 29,7 % de la poblacion adulto mayor declaré haber sido
informada en algun momento por un médico o profesional de la salud que
padece de hipertension arterial;, un 70,1 % seguian tratamiento

antihipertensivo farmacologico y el 29,9 % ningun tratamiento (INEI, 2012).

Estudios experimentales han demostrado que el incremento en el consumo
de antocianinas puede disminuir la presion sanguinea en personas
hipertensas y elevar la capacidad antioxidante total de la sangre. Arroyo et
al., (2008) describieron el efecto hipotensor de un extracto hidroalcohdlico de
Zea mays L. (maiz morado) en ratas inducidas a hipertension con N-G-nitro
L-arginina-metil-éster (L-NAME). Los autores consiguieron reducir en un
20,1% los valores de PAM (presion arterial media), 20,7 % de PAS (presion
arterial sistodlica) y 15,7 % de PAD (presion arterial diastdlica), con una dosis
de 1000 mg/kg. Esta reduccion de la presion arterial fue explicada por la

actividad vasodilatadora, dependiente de oxido nitrico, de dicho extracto.

Xu et al., (2004) demostraron que la cianidina-3-glucésido indujo la
sobreexpresion de la sintasa de 6xido nitrico endotelial y un aumento de la
liberacion de oxido nitrico de manera dependiente del tiempo y dosis,

mejorando asi la disfuncidn endotelial y normalizando la presion arterial.

También se ha reportado el efecto hipocolesterolémico del maiz morado.
Arroyo et al., (2007) investigaron este efecto con un extracto hidroalcohdlico
de maiz morado en ratas hipercolesterolémicas. Para ello, utilizaron dosis de

250, 500 y 1000 mg/kg de maiz morado durante un periodo de 60 dias.
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Ademas, determinaron la actividad antioxidante en el suero de los animales
de experimentacion después del periodo de ingestion de maiz morado, por
el método de TBARS. Sus resultados mostraron que las dosis de 250 y 500
mg/Kg redujeron el nivel de colesterol total en un 215 vy 11,2 %
respectivamente. No hubo diferencia significativa con los niveles de
triacilgliceroles y HDL-colesterol. Los cortes histologicos de la arteria aortica
de los animales que consumieron el maiz morado, mostraron una reduccién
de las placas de ateroma comparado con la muestra histologica de los
animales hipercolesterolémicos, y en cuanto a la actividad antioxidante, hubo
una notable disminucion de los niveles de malondialdehido en 56,4 % en los
animales que consumieron maiz morado en contraparte con los resultados

de los animales hipercolesteolémicos.

Las investigaciones realizadas por Quifones et al., (2012) mostraron el
efecto beneficioso de los polifenoles a nivel cardiovascular. Estas
investigaciones mostraron efectos vasodilatadores, antitrombdéticos,
antiinflamatorios y antiapoptéticos; ademas, los polifenoles también poseen
efectos antilipémicos y antiaterogénicos. Algunos estudios han demostrado
que estos compuestos también pueden inhibir la enzima convertidora de la
angiotensina (ECA), y la inhibicion de esta enzima justificaria también sus

efectos vasodilatadores y cardioprotectores.

Flores (2008), investigd el efecto del maiz morado frente a la respuesta
inflamatoria y dafio articular en ratas con artritis experimental. Se emple¢ el
modelo de artritis inducida por la administracion de 200 uL de pristane en la
base de la cola de las ratas. Se evalué el desarrollo de la enfermedad
durante 21 dias, mediante medicion interdiaria del edema de la pata derecha
y al concluir el experimento se realizé una valoracion radiologica de la zona
afectada tomando en cuenta las caracteristicas osteoarticulares:
desmineralizacion Osea, erosidon o6sea y de cartilago, periostitis vy
alineamiento de falanges. Los grupos tratados con 10 % de maiz morado y
metotrexato, mostraron una respuesta inflamatoria significativamente menor
a lo largo del experimento que los otros grupos de tratamiento. En cuanto al

dafo articular, los tratados con maiz morado y metotrexato mostraron efecto
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protector; solamente los animales tratados con pristane y vehiculo,

desarrollaron dafo articular.
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2.2 Bases Tedricas
2.2.1 Maiz morado
2.2.1.1  Coronta del maiz morado.
Denominada también carozo, olote o mazorca. Espiga en que se crian los
frutos muy juntos y dispuestos alrededor de un eje. En la coronta se
encuentran un mayor porcentaje de antocianinas que en la cascara del
grano del maiz morado (Fossen et al., 2001).
2.2.1.2  Caracterizacion Taxonémica.

La descripcion taxondmica del maiz morado es la siguiente:

Cuadro 2. Clasificacion Taxonémica del maiz morado.

Reino Vegetal
Divisién Tracheophyta
Clase Angiosperma
Orden Gramideas
Familia Gramideae
Género Zea
Especie Mays
Nombre cientifico Zea mays L

Fuente. Datos tomados de Rafael (2017).

2.2.1.3 Exigencias agroecoldgicas del cultivo.

e Clima. Para su crecimiento activo, el maiz morado requiere
temperaturas de 25 a 30°C y una elevada iluminacion para

desarrollar la fotosintesis y producir su propio alimento. Para su
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siembra la temperatura debe ser mayor de 10°C, siendo la mas
favorable 15° C (Justiniano, 2010).

e Suelo. El cultivo de maiz morado requiere suelos con estructura
suave y franco, con mucha materia organica, con elevada
capacidad de retencion del agua, buen drenaje y aireacion para el
buen desarrollo de sus raices. El pH adecuado para su cultivo es
entre 6 - 6,5, fuera de estos limites suele aumentar o disminuir la
disponibilidad de ciertos elementos y producir toxicidad o carencia
(INIA, 2016).

e Epoca de siembra. Pinedo (2015) afirma: El maiz se puede
sembrar durante todo el afo, las épocas mas adecuadas son de
abril a agosto (siembra de invierno) y de noviembre a febrero
(siembra de verano) y en la costa peruana la mejor época para la
siembra del maiz morado es en el invierno en los meses de mayo a
junio. En lugares por encima de los 2700 msnm es recomendable
sembrar preferentemente a partir de la segunda quincena de

octubre.

2.2.2 Compuestos Bioactivos

Los compuestos bioactivos también conocidos como nutraceuticos o
fitoquimicos son componentes que tienen actividad biolégica dentro del
organismo y se encuentran principalmente en los alimentos como frutas y
verduras. Se pueden clasificar en tres grupos: terpenoides (carotenoides y
esteroles); compuestos fendlicos (flavonoides como las antocianinas) y
compuestos azufrados (aliina, alicina y dialilsulfuro). (Martinez y Carbajal,
2012).

2.2.2.1  Flavonoides. Los flavonoides forman parte de los compuestos
fendlicos, tienen una estructura quimica muy definida denominada como

compuestos C6-C3-C6 (Figura 1). Estas sustancias se caracterizan por
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poseer dos anillos aromaticos bencénicos unidos mediante una cadena

de 3 carbonos que pueden formar o no un tercer anillo (Borja, 2013).

Figura 1. Estructura basica de los Flavonoides
Fuente. http://flavonoides.blogspot.es/tags/estructura/

La clasificacién de los flavonoides depende de las variantes estructurales
que presenta la cadena central C3. De acuerdo con esto los flavonoides
se clasifican en varios grupos: Chalconas, flavonas, flavonoles,
flavanonas, flavanonoles, antocianidinas, catequinas, epicatequinas,

auronas, isoflavonoides, etc. (figura 2)

2.2.2.2 Antocianinas. Las antocianinas son flavonoides, debido a que
poseen el esqueleto caracteristico de C6-C3-C6, ademas forman parte de
la gran familia de los polifenoles. Su estructura basica es el grupo flavilio
(2-fenilbenzopirilio). Estos pigmentos son los responsables de dar el color
rosa, rojo, azul, malva y violeta de las flores, frutas y verduras, son
compuestos polares, que le permite ser soluble en etanol y agua. Las
antocianinas son glicésidos que tienen en la posicién 3 un azucar unido
mediante el enlace R-glicosidico que cuando se rompe forma la aglicona,
conocida como antocianidina, siendo las mas comunes: pelargonidina,
cianidina, delfinidina, peonidina, malvidina y petunidina (Cuevas et al,
2008).


http://flavonoides.blogspot.es/tags/estructura/
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Figura 2. Estructuras basicas de varias clases de flavonoides.
Fuente: Alvarez y Orallo (2003).

Los sustituyentes en las posiciones 3’, 4’ y 5’ del anillo B de la estructura

determinan el tipo de antocianidina o aglicona (figura 3).

OH

HO 7 O
A N i
\5 /
OH
OH

R R, Antocianidina
H H Pelargonidina

OH H Cianidina

OCH3 H Peonidina

Figura 3. Estructura quimica de las antocianidinas mas comunes en

el grano de maiz (Zea mays L.).
Fuente: Salinas et al., (2013)
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2.2.2.3 Factores que alteran la estabilidad de las antocianinas.

Efecto del pH. Las antocianinas son mas estables en medio acido donde
predomina la forma de catién flavilio, el cual posee color rojo, al
incrementar los valores de pH dicha estructura sufre el ataque nucleofilico

del agua dando lugar a chalconas incoloras (Guzman et al., 2010).

Efecto de la temperatura. Es un factor critico que influye en la
degradacion de las antocianinas que tiene como mecanismo: la hidrélisis
del enlace glicosidico (posicion 3), apertura del anillo y como ultimo

formacién de chalconas incoloras (Guzman et al., 2010).

R R
I ~
. o o .
CILC T O *
— | ]
H ~| O
OH
cation flavilio (forma oxonia) base quinoidal {azil)
(rojo) pH=1 pH=T
+H,0
R R
. H
OH OH Q |
HO - .-} || N | I | l RO
“[ \ﬁ o
[ |
OoH o
pseudobase carbinol (incoloro) chalcona (incoloro)
pH=4,5 pH=4,5

Figura 4. Estructura de la antocianina a diferentes pHs.

Fuente. Datos tomados de Santacruz (2011)
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Figura 5. Mecanismo de degradacion de las antocianinas por
efecto de la temperatura.

Fuente. Datos tomados de Patras et al., (2010).

Efecto del acido ascérbico. El acido ascorbico en presencia del oxigeno
se oxida generando peréxido de hidrégeno, que es el responsable de la

oxidacién de las antocianinas (Guzman et al., 2010).

Efecto de la luz. Es un factor que acelera la degradacién de las
antocianinas. En presencia de luz incrementa la produccién de chalconas
y en su ausencia predomina la estructura mas estable, catidén flavilio.
(Guzman et al., 2010)

2.2.24 Métodos de extraccion de las antocianinas.
Extraccion Directa. Es aquella en que el soluto se pone en contacto

directo con el solvente. Debido a las caracteristicas polares de las

antocianinas, el solvente utilizado es agua o alcohol (metanol o etanol).
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Generalmente, se usa el etanol como solvente de extraccion para fines

alimenticios. Tenemos como ejemplo:

Maceracion: Es un tipo de extraccion sélido-liquido donde la materia
prima queda sumergido con el solvente por varias horas a temperatura
ambiente. De esta manera se evita la degradacién del pigmento, pero el

rendimiento es bajo (Elias y Gamero, 1988).

Infusién: Es el mismo procedimiento de la maceracion, pero en este caso
se emplea calor para acelerar la extraccidon de las antocianinas, se
recomienda emplear temperaturas menores a 100 °C con el fin de evitar

su degradacion (Elias y Gamero, 1988).

Extraccion Soxklet. Para este tipo de extraccion se emplea un equipo
llamado Soxklet, donde el disolvente se calienta hasta ebullicion y son los
vapores que entran en contacto directo con la materia prima. El solvente a
usar debe tener bajo punto de ebullicibn como el etanol, debido a que si
usara el agua, emplearia 100 °C y provocaria la degradacion de las

antocianinas (Elias y Gamero, 1988).

2.2.2.5 Métodos de cuantificacion de las antocianinas.

Cuantificaciéon de antocianinas por espectrofotometria. Para conocer
el contenido de antocianinas totales se utiliza el método de pH diferencial
que se fundamenta en la particularidad que poseen las antocianinas que
es el de adoptar diferentes coloraciones y estructuras a determinados pH,
donde la forma oxonio predomina a pH 1 y el hemiacetal a pH 4,5 (Giusti
y Wrolstad, 2001).

Cuantificacion y caracterizacion de antocianinas por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC). Es una técnica analitica de
separacion ampliamente utilizada en la actualidad en el area de
bioquimica y quimica analitica. En ésta metodologia la fase mévil es un

liquido y la fase estacionaria un sélido o liquido. Cada componente de una
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muestra avanzara a lo largo de la columna con una velocidad diferente
que dependera de su polaridad por cada una de las fases, creando asi su
separacion (Garcia, 2016).

Skoog (1997) refiere que la cromatografia liquida se clasifica segun la

interaccidn entre la fase estacionaria y el analito en:

Cromatografia de fase normal: Es un tipo de cromatografia liquida
donde la fase estacionaria es polar, siendo lo mas comun el 6xido de
silicio hidratado (silice) y la fase movil presenta caracteristicas no polares
como el hexano. De esta manera los analitos no polares eluyen

rapidamente, mientras que los polares quedan retenidos.

Cromatografia de fase reversa: La fase estacionaria estd formada por
grupos no polares unidos a la silice como cadenas hidrocarbonadas C18
y C8 (octadecilo y octilo respectivamente) y la fase movil consiste en
mezcla de solventes polares (metanol, acetonitrilo y agua). Los analitos
no polares quedan retenidos en la columna, mientras los polares eluyen

facilmente.

Componentes del HPLC.

e Fase Movil

e Bomba.

e Sistema Inyector.
e Columna

e Detector

e Colector de Residuos.
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Figura 6. Componentes del HPLC.

Fuente. http://www.metrixlab.mx/agua-ultrapura-para-la-analitica-hplc/
2.2.2.6 Biosintesis de las antocianinas.

Las antocianinas provienen de la ruta del acido shikimico, al igual que
otros tipos de compuestos fendlicos en las plantas. A partir de los
intermediarios obtenidos de la glicdlisis y de la ruta de la pentosa fosfato
se obtiene al acido shikimico y este es precursor de los aminoacidos
aromaticos como la fenilalanina. Este aminoacido da lugar al acido
cinamico mediante la eliminacion de una molécula de amonio catalizada
por la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL). Luego dicha molécula
formada entra en una reaccion de condensacion con 3 moléculas de
malonil-CoA para dar origen a la chalcona, que luego mediante una
hidroxilacion en el C2 forma la estructura del cation flavilio (figura 7).
Finalmente se estabiliza la molécula con una glucosilacién, seguido de
adiciones de grupos hidroxilos y otros sustituyentes (Avalos y Pérez,
2009).


http://www.metrixlab.mx/agua-ultrapura-para-la-analitica-hplc/
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Figura 7. Biosintesis de las antocianinas (ruta del acido shikimico).

Fuente. Datos tomados de Garzén (2008)
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2.2.3 Antioxidantes

Un antioxidante actua como agente reductor, capaz de retardar e inhibir la
oxidacion de un sustrato oxidable mediante la donacion de sus electrones.
(Londofio, 2012). El organismo humano puede sintetizarlos y también

obtenerlos de diversas fuentes.

Clasificacion de los antioxidantes:

Antioxidantes exégenos
Se obtiene mediante el consumo de alimentos como: vitamina E y C,

carotenoides, flavonoides y otros.

Antioxidantes endégenos
Son biosintetizados por el organismo como las enzimas: catalasa,
superoxido dismutasa, glutation peroxidasa; y también como biomoléculas:

glutation, acido urico, bilirrubina, carnosina.

2.2.4 Radicales libres

Los radicales libres (RL) son especies quimicas que poseen electrones
desapareados en su capa de valencia, en los sistemas bioldgicos son muy
reactivos capaces de formar otros RL en cadena e inestables con tiempo de
vida muy corto.

Los RL se liberan continuamente en el organismo debido a las reacciones
bioquimicas de oxido-reduccion que ocurren en el metabolismo celular
normal, siendo muy influenciadas por factores ambientales externos como:
contaminantes ambientales, radiaciones, pesticidas, alimentacion no
adecuada, estrés, consumo de alcohol, tabaco y drogas. (Coronado et al.,
2015)
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2.2.5 Especies reactivas del oxigeno (EROs)

Dentro de este grupo se incluye a los radicales libres como: radical hidroxilo
(HOe) y el anion superédxido (O27). Entre las EROS no radicales tenemos al
peréxido de hidrégeno (H20;) y el acido hipocloroso (HOCI) (Londofio,
2012).

2.2.6 Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo es causado por el desequilibrio entre la produccion de
radicales libres u otras especies reactivas con los mecanismos antioxidantes
(exdgeno y endégeno). Este desbalance esta vinculada a una serie de
patologias como cancer, hipertension, diabetes, hipertensién arterial y

enfermedades neurogenerativas (Coronado et al., 2015).

2.2.7 Actividad antioxidante

Es la capacidad de una sustancia de inhibir la degradacion oxidativa. Para
realizar su medicion se emplean dos metodologias con diferentes
fundamentos: métodos indirectos y directos. El primer método esta
determinado por la capacidad del antioxidante de estabilizar al radical libre
como DPPH, ABTS, FRAP, ORAC, etc. Sin embargo, el segundo método se
basa en el estudio del efecto de un antioxidante sobre la degradacién
oxidativa de un sistema, como el TBARS, que presenta gran relevancia
bioldgica (Londoio, 2012).
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2.2.7.1 Determinacion de la actividad antioxidante. Las propiedades

antioxidantes se demuestran por medio de ensayos quimicos o bioldgicos.

Ensayos quimicos para demostrar capacidad antioxidante:

e DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). El DPPH" es un radical estable,
comercialmente disponible, posee un orbital semi-ocupado con un
electron desapareado que al reaccionar con un antioxidante
permite estabilizar al radical. La decoloracion de violeta a amarillo
se mide espectrofotométricamente a 517 nm. Es un método
sencillo, rapido y de bajo requerimiento instrumental. La desventaja
que posee es que en su medicion pueden existir interferencias,
debido a que algunos antioxidantes presentan el mismo espectro

de absorcién del radical (Santacruz, 2011).
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Figura 8. Reaccién quimica entre el radical DPPH y la especie

antioxidante
Fuente. Datos tomados de Zarabia (2015)

e ABTS (acido 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico).
El radical cationico ABTS™ es preparado a partir de la oxidacion del
ABTS con persulfato de potasio, es un compuesto de color verde

azulado, el cual frente al antioxidante se decolora y su absorbancia
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se mide espectrofotométricamente a 734 nm. Es el método mas
indicado para ensayos de compuestos coloreados, como el caso
de las antocianinas, debido a que su espectro de absorcidon es
diferente, reduciendo la posibilidad de interferencia durante su

medicion (Santacruz, 2011).
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Figura 9. Formacién del radical ABTS™ y reaccién con
el antioxidante.

Fuente. Datos tomados de Zarabia (2015)

Ensayos biolégicos para demostrar capacidad antioxidante

Lipoperoxidacion (TBARS, MDA). Es uno de los parametros de
estrés oxidativo mas reportados en la literatura. EI malondialdehido
(MDA) es la principal especie reactiva al acido 2-tiobarbiturico
(TBARS) y es generado por la oxidacion de los acidos grasos
La

temperaturas, donde 1 mol de MDA reacciona con dos moles de

insaturados. reaccion se da en medio acido y altas

TBA produciendo un complejo coloreado rosado y que es leido

espectrofotométricamente a 535 nm. (Londono, 2012)
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Figura 10. Reaccién del malondialdehido con el acido 2-
tiobarbiturico.

Fuente.https://bioquochem.com/es/producto/kit-tbars-malondialdehido-mda

El TBA reacciona con aldehidos que no necesariamente son generados
como productos de la lipoperoxidacion, pueden reaccionar con glucosa,
acido ascorbico y algunos aminoacidos como prolina, arginina vy
glutamato, por esta razén el analisis en fluidos biolégicos por este método
resulta ser complejo (Fagali, 2011), motivo por la que la literatura también
refiere a la lipoperoxidacion como TBARS cuando es ensayada con este

reactivo.
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CAPITULO 3: METODOLOGIA

3.1 Tipo y disefio de estudio

o Tipo de investigacion: Cuantitativo.

o Diseio de la Investigacion: Observacional/analitico; comparativo.

3.2 Materiales y Equipos

3.2.1 Materiales

o Acetato de sodio. Scharlau.

. Cloruro de Potasio. Scharlau.

o Cianidina-3-glucdsido. Sigma Aldrich.
o Alcohol etilico absoluto. Merck.

o Acido clorhidrico. Fermont.

o Trolox. Sigma Aldrich

. Acido Ascorbico. Fermont.

. Acido Galico. Sigma Aldrich.

. Quercetina. Sigma Aldrich.

3.2.2 Equipos

. HPLC Hitachi.

. Balanza Analitica OHAUS.
o Bafo Maria BIOBASE.

. Potenciometro METROHM.

° Espectrofotometro UV-VIS. GENESYS.

3.3 Material vegetal

Las corontas de maiz morado utilizados en la investigacion, se obtuvieron de

tres diferentes regiones del Peru:
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- Region Lima: En el distrito de Pacaran provincia Cafete ubicado
sobre los 700 msnm y recolectados en el mes de julio del 2017. Posee un
clima calido, seco y soleado permanentemente todo el afo. Durante todo el
desarrollo vegetativo del maiz morado la temperatura promedio fue de 22

°C, sin presencia de lluvias.

- Region Apurimac: En el distrito de Pichirhua provincia Abancay
ubicado sobre los 2293 msnm y recolectado en el mes de marzo del 2018.
Presenta un clima calido y templado. Durante todo el desarrollo vegetativo la

temperatura promedio fue de 19 °C, con presencia de lluvias.

- Region Cajamarca: En el distrito de Eduardo Villanueva provincia
San Marcos ubicado sobre los 2007 msnm y recolectado en el mes de
febrero del 2018. Posee un clima céalido y templado. Durante todo el
desarrollo vegetativo la temperatura promedio fue de 16 °C, con presencia

de lluvias.
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Cuadro 3. Flujograma del proceso de la investigacion.

Maiz morado dentificacion
taxonomica. Anexo 1 |

Obtencion | [
| coronta molida |~ Anexo 2

|

Extracto | | Etanol20% pH2 a ‘

optimizado 70°C por 30min
| Compuestos | Capacidad '
i | bioactivos | _ antioxidante —J
Métodos ' | Método HPLC Métodos | | Métodos
Espectrofotomeétricos quimicos biologicos
: — l ~ - DPPH ' | Lipoperoxidacion |
Polifenoles Cianidina-2- ABTS en tejido hepatico
Flavonoides glucosido * indice oxidacian

Antocianinas

*Extracto acuoso e hidroalcoholico.

3.4 Identificacion taxonomica

La identificacion de la coronta de maiz morado de la muestra de Lima fue
realizada en el Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos (UNMSM) (Ver anexo 1).

3.5 Obtencion de la coronta molida

Se realizaron las siguientes operaciones:

e Seleccidon: Se efectué manualmente, con el objetivo de separar las

mazorcas que presentaban signos de deterioro.
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e Limpieza: Se realizd el lavado con agua destilada facilitando la
eliminacién de los residuos presentes.

e Desgranado: Separaciéon manual del grano de la mazorca, quedando
asi unicamente la coronta libre, listo para la siguiente operacion.

e Corte: Con ayuda de un cuchillo se traté de reducir el tamafio de la
coronta.

e Secado: Esta operacion se realizé en una estufa a 37 °C que duré
tres dias hasta peso constante.

e Molienda: Se realizd esta operacidon con una moledora doméstica,
obteniéndose particulas gruesas, y por ultimo se empleé una
licuadora, que permitié obtener particulas mas finas.

e Tamizado: Se empled la malla N° 60 con un tamafo de poro de 250
Mm para obtener particulas aun mas finas, con el objetivo de
aumentar la superficie de contacto.

e Almacenamiento: Finalmente fueron almacenados en frascos ambar y

colocados en un desecador.

Todo este procedimiento se encuentra resumido en el anexo 2.

3.6 Determinacion de las condiciones 6ptimas para la obtencion

del extracto optimizado.

Se realiz6 un ensayo preliminar donde el extracto fue obtenido a partir de la
coronta molida: solvente de extraccion en una relaciéon 1:100 (p/v). Se
evaluaron los factores: tipo de solvente, temperatura y tiempo de extracciéon

en varios niveles, para asi optimizar la extraccion de las antocianinas.

Segun los resultados del anexo 3 y 4, las variables que permitieron obtener
mayor contenido de antocianinas totales (extracto optimizado) de acuerdo

al método de pH diferencial fueron:
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Solvente de extraccion: etanol 20% pH 2 (acidificado con HCI 2N)
Tiempo de extraccion: 30 minutos.

Temperatura de extraccién: 70°C.

Todos los extractos obtenidos fueron filtrados con papel whatman N° 42. La
solucion filtrada obtenida se emple6 para todos los ensayos excepto en la
determinacion de cianidina-3-glucésido donde se emplearon ambos
extractos (acuoso e hidroalcohdlico) obtenidos a las condiciones de

temperatura y tiempo del extracto optimizado.

Todos los ensayos fueron realizados en muestras independientes cada uno

por triplicado.
3.7 Cuantificacion de los compuestos bioactivos

3.7.1 Polifenoles totales del extracto hidroalcohdlico de la coronta del

maiz morado.

La cuantificacion de los polifenoles totales se realizd conforme al
procedimiento de la organizacion internacional de estandarizacién SO

14502-1 con algunas modificaciones.

Fundamento. El reactivo Folin-Ciocalteu (RFC) es una mezcla que contiene
molibdato de sodio y wolframato de sodio en acido fosférico, de color
amarillo, que en presencia de los polifenoles provoca su reduccidén a un
complejo de color azul. La absorbancia es medida espectrofotométricamente
a 765 nm.

Preparacion de reactivos. Se preparé carbonato de sodio a una
concentracion de 75 mg/mL disuelto en agua bidestilada. El reactivo Folin-

Ciocalteau se diluyé en una proporcion de 1/10 (v/v) en el mismo solvente.

Preparacién del estandar y la muestra. Se preparo una solucion patron de

acido galico de 1000 upg/mL en etanol absoluto, como estandar. Luego se
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realizaron las diluciones respectivas con agua bidestilada hasta obtener

concentraciones en el rango de 5 a 100 pg/mL.

Para la muestra, el extracto optimizado fue diluido con el solvente de
extraccion a 0,5 mg/mL. Después de realizar el protocolo segun el cuadro 4
se dejo en reposo por 30 minutos a temperatura de ambiente y las lecturas

de absorbancias fueron medidas a 765 nm.

Cuadro 4. Protocolo de determinacién de polifenoles totales del

extracto hidroalcohdlico de la coronta del maiz morado.

Tubo de
Reaccion (uL) Blanco (uL)
Agua bidestilada - 100
Muestra/estandar
acido galico 100 -
RFC (10 % v/v) 500 500
Na,CO3 (7,5 % plv) 400 400

Calculos. La concentracion de acido galico en el extracto de maiz morado
se obtuvo sustituyendo el valor de absorbancia de la muestra en la ecuacién

de la recta del estandar (acido galico).

Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico (EAG)/g

muestra seca y se determinaron con la siguiente formula.

FAG = Cc mg de Acido Galico
- C,, gdemuestraseca
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Donde:

EAG: Equivalente de acido galico.

Cc: Concentracion en mg/L de acido galico presente en el extracto de
coronta del maiz morado.

Cm: Concentracion del extracto de coronta del maiz morado en g/L.

3.7.2 Flavonoides del extracto hidroalcohélico de la coronta del maiz

morado.

La determinacién del contenido de flavonoides se realizd segun el

procedimiento de Stalikas (2007) con algunas modificaciones.

Fundamento. El método se basa en que el cation de aluminio forma
complejos estables con los flavonoides. El cambio de coloracion a amarillo

se midio espectrofotométricamente a 425 nm.

Preparaciéon del reactivo. El tricloruro de aluminio se prepar6 a una

concentracion de 25mg/mL disuelto en etanol absoluto.

Preparacion del estandar y muestra. Se preparé una soluciéon patron de
quercetina de 500 pg/mL en etanol absoluto. Luego se realizaron las
diluciones respectivas hasta obtener concentraciones en el rango de 5 a 150

Mg/mL con el mismo solvente.

Para la muestra, el extracto optimizado fue diluido con el solvente de
extraccion a 7 mg/mL. Después de ejecutar el protocolo del cuadro 5, se

dejo en reposo a temperatura ambiente por 30 minutos y se ley6 a 425 nm.
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Cuadro 5. Protocolo de determinacion de flavonoides del extracto

hidroalcohodlico de la coronta del maiz morado.

Tubo Blanco
de reaccién (mL)
(ML)
Muestra/Estandar 100 -
quercetina
Etanol 800 900
AlCI3(2,5%) 100 100

Calculos. El contenido de flavonoides se cuantificd a partir de la curva de
calibracion de quercetina, los resultados fueron expresados como mg
equivalentes de quercetina (EQ)/g de muestra seca y se determinaron con la
siguiente formula.

Cc mgde Quercetina

EQ=-%

C.. gdemuestraseca

Donde:

EQ: Equivalente de quercetina.
Cc: Concentracion en mg/L de quercetina presente en el extracto de coronta
del maiz morado.

Cm: Concentracion del extracto de coronta del maiz morado en g/L.

3.7.3 Antocianinas totales del extracto hidroalcohdlico de Ia coronta

del maiz morado.

La metodologia de pH diferencial fue descrita por Giusti y Wrosltad (2001).

Fundamento. Las antocianinas desarrollan transformaciones estructurales

debido al efecto del pH. La forma de oxonio predomina a pH 1, estructura



38

estable que origina un efecto protector sobre la molécula adquiriendo un
color rojo intenso, y la forma hemicetal a pH 4,5 inestable e incolora. El
método permite de manera segura y rapida medir el contenido total de
antocianinas monoméricas, incluso en presencia de pigmentos degradados,
polimerizados y otros componentes interferentes. Las absorbancias fueron

leidas a 510 nm y 700 nm.

Procedimiento. Del extracto optimizado, se tomo una alicuota de 2 mL y
se enraso en fiola de 20 mL con el solvente de extraccidon, una segunda
dilucion 1/5 (v/v) con soluciones buffer de cloruro de potasio (pH 1) y acetato
de sodio (pH 4,5). Se realizaron las mediciones de absorbancias a 510 nm y

700 nm y se calculé de acuerdo a la siguiente férmula:

A = (As10nm — A700nm) pi1 — (As10nm — A700 nm)pH 4,5

mg _AXPMXFDXV
g de muestraseca €519 X I X W

Antocianinas Totales

Donde:

PM: Peso molecular de 449,2 g/mol para cianidina-3-glucosido.

FD: factor de dilucién.

I: longitud de paso de celda en cm

€510: 26900 M 'emcoeficiente de extincion molar para cianidina-3-glucasido.
V: volumen mL del extracto de coronta del maiz morado.

W: peso en g de la muestra.

3.7.4 Cianidina-3-glucdsido del extracto acuoso e hidroalcohdlico de la

coronta del maiz morado.

Las condiciones de analisis fueron previamente descritas por Arriaga y
Castro (2011).

Fundamento. El HPLC es un tipo de cromatografia liquida donde la fase

movil es un liquido que fluye a través de una columna que contiene la fase
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estacionaria. La separacion cromatografica se logra por medio de las

interacciones que sufre el analito con la fase estacionaria y fase movil.

Diluyente. Mezcla de etanol y agua en la proporcién de (20:80)

respectivamente, llevado a pH 2 con acido clorhidrico 2N.

Preparacioén del estandar. Se prepar6 una solucién patrén de cianidina-3-
glucésido a una concentracion de 1 mg/mL con diluyente. Luego se tomo
una alicuota de 300 pL de la solucion patrén y se llevd a un volumen final de

10 mL con el diluyente.

Preparacién de la muestra. Se utilizo tanto el extracto hidroalcohdlico como
el acuoso bajo las condiciones de tiempo y temperatura obtenido del extracto
optimizado. A partir de ello, se tomé una alicuota de 2 mL y se enrasé con el

diluyente a 10 mL.

Condiciones cromatograficas. La cuantificacion de la cianidina-3-glucésido
fue realizado en un cromatografo liquido con detector arreglo de diodos de la
marca Hitachi Chromaster. Se utilizé una columna fase reversa Purospher
STAR RP 18 5 ym 4,6 x 250 mm y como fase mévil se empled una solucion
A (acido formico/agua/metanol en proporcion de 1:4:5) y una solucion B
(acido formico/agua en una proporcion de 1:9), el gradiente de elucion
utilizado fue: 0 min 10 % A, 10 min 73 % A, 12 min 73 % A, 20 min 10 % A
(cuadro 6). El tiempo de elucion fue de 25 minutos a un flujo de 1 mL/min,
volumen de inyeccion de 10 uL, temperatura de la columna de 30 °C y

fueron detectadas a una longitud de onda de 520 nm.
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Cuadro 6. Gradiente de elucion empleado para la cuantificaciéon de

cianidina-3-glucésido por HPLC.

A: (acido férmico/agua/metanol) B: (acido formico/agua).

Solucién
Tiempo (min) A (%) B (%)
0 10 90
10 73 23
12 73 23
20 10 90
25 10 90

Calculos. Los resultados son expresados como mg de cianidina-3-glucésido

por g de muestra seca y la determinacion se realizé con la siguiente férmula.

mg _Am X Cs X P x 1000

cianidina — 3 — glucésido

Donde:

Am: Area de la muestra.
As: Area del estandar.
P: Potencia del estandar.

Cs: Concentracion del estandar.

Cm: Concentracion de la muestra.

g de muestra seca

As X Cm
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3.8 Determinaciéon de Capacidad Antioxidante

3.8.1 Captacion de radical libre DPPH del extracto hidroalcohdlico de

la coronta del maiz morado.

Para determinar la capacidad antioxidante se procedid segun el método

realizado por Joyeux et al., (1995) con algunas modificaciones.

Fundamento. E| radical DPPH" posee un orbital semi-ocupado con un
electron desapareado que al reaccionar con un antioxidante gana un
electron que le permite completar su orbital y obtener una mayor estabilidad.
La decoloracion de violeta a amarillo se mide espectrofotométricamente a
517 nm y por diferencia se determina el porcentaje de inhibicion del radical

libre.

Preparacioén del reactivo. Se prepard una solucion patron de DPPH a 0,2
mg/mL en etanol absoluto, conservandose protegido de la luz y en
refrigeracion. Antes de cada uso se ajusto la absorbancia de la solucion a
0,60 £ 0,02 a 517 nm.

Preparaciéon de la muestra y de los estandares de referencias. Se
emplearon como estandares de referencia al trolox y acido ascoérbico: Para
ambos la solucién patréon tuvo una concentracion de 100 pg/mL en etanol
absoluto. Luego se realizaron las diluciones respectivas en el rango de 4 a
20 pg/mL.

Para el caso de la muestra, el extracto optimizado fue diluido con el
solvente de extraccion hasta obtener concentraciones en el rango de 0,02-
0,18 mg/mL. Finalmente se siguié con el protocolo del cuadro 7 y después
de 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, se realizaron las

lecturas a 517 nm.
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Cuadro 7. Protocolo de determinacion de la capacidad antioxidante

por DPPH del extracto hidroalcohdlico de la coronta del maiz

morado.

Tubo de DPPH’ Blanco

reaccion inicial (mL)

(mL) (mL)
Muestra/estandar 0,4 -
Solvente muestra - 0,4 0,4
DPPH 0,8 0,8 -
Solvente DPPH - - 0,8

Calculos. El porcentaje de inhibicion del radical DPPH’ se determiné con la

siguiente expresion.

L, Abs. control — Abs. muestra
% inhibicion DPPH = 1bs control x 100

Donde:

Abs.control: Absorbancia del radical DPPH".

Abs.muestra: Absorbancia del radical DPPH" después de agregar la muestra.

La concentracion inhibitoria al 50% (IC 50) se calculd en base a la ecuacion
obtenida de graficar % inhibicion del radical frente a concentracion de las
muestras provenientes de las tres regiones. Los resultados se expresaron
como TEAC, actividad antioxidante equivalente a Trolox (ug/mg muestra

seca), y se determinaron con la siguiente formula:

I1C507r0L0x ug trolox
IC50yyesTRa Mg de muestra seca

TEACpppy =
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También se expresaron como VCEAC, actividad antioxidante equivalente al
acido ascorbico (ug/mg de muestra seca) y se determind con la siguiente

ecuacion:

IC504 40 ascsrbico WG acido ascorbico
IC50yyesTra Mg de muestra seca

VCEACDPPH =

3.8.2 Captacién del radical cationico ABTS™ del extracto

hidroalcohdlico de la coronta del maiz morado.

Para determinar la capacidad antioxidante se procedié segun el método

realizado por Re et al., (1999) con algunas modificaciones.

Fundamento. Consiste en obtener el radical ABTS™ a partir de la oxidacion
de ABTS con persulfato de potasio. El radical asi formado presenta un
intenso color verde azulado, que se decolora frente a un antioxidante. El
cambio de coloracidén es medido espectrofotométricamente a 734 nm y por

diferencia se determina el porcentaje de inhibicién del radical libre.

Preparaciéon del reactivo. La formacion del radical ABTS se realizd
mediante la reaccién de persulfalto de potasio (2,45 mM) con ABTS (7 mM).
Para esto, se colocaron 3,3 mg de persulfato de potasio y 19,4 mg de
reactivo ABTS para un volumen final de 5 mL con agua. La mezcla se agité y
se dejo reposar por 16 h en oscuridad y a temperatura ambiente. Se ajusto

la absorbancia de la solucién a 0,70 + 0,02 a 734 nm antes de cada uso.

Preparacion de los estandares de referencia y de la muestra. Se
emplearon como estandares de referencia al trolox y acido ascérbico: Para
ambos casos la solucidén patron tuvo una concentracion de 1000 pg/mL en
etanol absoluto. Luego se realizaron las diluciones respectivas hasta obtener
concentraciones que fueron del rango de 20 a 200 ug/mL.

Para la muestra, el extracto optimizado fue diluido con el solvente de

extraccion hasta obtener concentraciones en el rango de 0,25 a 3,00 mg/mL.
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Luego se siguié con el protocolo del cuadro 8 y después de incubar en la

oscuridad por 7 minutos se realizaron las lecturas a 734 nm.

Cuadro 8. Protocolo de determinacion de la capacidad antioxidante

por ABTS™ del extracto hidroalcohdélico de la coronta del maiz

morado.
Tubo de ABTS™ Blanco
reaccién (pL) inicial (pL) (ML)
Muestra/estandar 20 - -
Solvente muestra - 20 20
ABTS 980 980 -
Solvente ABTS - - 980

Calculos. El porcentaje de inhibicion del radical ABTS™ se determiné con la

siguiente expresion.

o Abs.control — Abs. muestra
% inhibicion ABTS = Abs control x 100

Donde:

Abs. control: Absorbancia del radical ABTS™.
Abs. muestra: Absorbancia del radical ABTS™ después de agregar la

muestra.

El IC 50 se calculé en base a la ecuacion obtenida de graficar % inhibicién

del radical frente a concentracion.

Los resultados se expresaron como TEAC, o sea, actividad antioxidante
equivalente a Trolox (ug/mg de muestra seca) y se determinaron con la

siguiente formula:
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ICSOTROLOX _ ug trolox

TEAC = =
ABTS IC50yyEsTra Mg de muestra seca

También se expresaron como VCEAC, actividad antioxidante equivalente al
acido ascorbico (ug/mg de muestra seca) y se determind con la siguiente

ecuacion:

IC504::40 ascorbico UG acido ascorbico

VCEAC = =
ABTS IC50pyEsTRA mg de muestra seca

3.8.3 Indice de oxidacion del extracto hidroalcohdlico de la coronta del

maiz morado.

Para determinar el indice de oxidacion se procedid segun el método

realizado por Mex et al., (2013).

Fundamento. Se basa en la reduccién del i6n Mn*" del permanganato de
potasio 0,1 N (color rojo grosella) a la forma iénica Mn*? (color incoloro) por
accion de los compuestos del extracto del maiz morado y que son

detectados visualmente por su decoloracién.

Procedimiento. El extracto optimizado fue diluido 10 veces con el solvente
de extraccion. Luego se mezcld 0,5 mL del extracto diluido con 500 pL de
agua bidestilada y 1 mL de &cido sulfurico al 20 %. Seguidamente se
mezclo, se afadié 50 yL de permanganato de potasio 0,1 N, previamente
estandarizado frente a oxalato de sodio, y finalmente se midié el tiempo de

decoloracion de rojo grosella a incoloro mediante el uso de un cronémetro.
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3.8.4 Induccién de la lipoperoxidacion en tejido hepatico y TBARS

3.8.4.1 Induccién de Ila lipoperoxidacion. Se trabajo con la

metodologia de Cyted (2001) con algunas modificaciones.

Fundamento: La degradacion oxidativa de los lipidos es inducida por la
presencia de hierro y acido ascorbico, este sistema es responsable de la
generacion de los radicales libres que provocan la lipoperoxidacion. Esto
se debe a que el acido ascorbico en altas concentraciones y en presencia
de metales de transicion como el hierro, funciona como prooxidante
provocando la generacion de radicales hidroxilo (OH') (Gil, 2010). Donde
el acido ascorbico se oxida a acido dehidroascorbico por accidn del
oxigeno, para generar peréxido de hidrogeno (Serra y Cafaro, 2007). El
H.O,, es un oxidante débil, pero en presencia de metales de transicién
genera un radical mas reactivo OH', provocando la oxidacion del Fe* a

Fe*® (Londofio, 2012).

Preparaciéon del homogeneizado de higado (HH). Después de realizar
la decapitacion de las ratas hotlzman anestesiadas con éter, se extrajo el
higado, el cual se perfundié con una solucion cloruro de potasio (0,154
M). Luego fue cortado en trozos pequefios de aproximadamente 0,5 g y
homogenizado con una solucion de buffer fosfato salino (BPS) pH 7,4
hasta obtener una concentracion del 5 %.Todos los pasos se realizaron

en el rango de temperatura de 4 a 10 °C.

Para el tratamiento de los animales se respetd las normas éticas para el
tratamiento de animales de laboratorio, segun la Ley de proteccion y
Bienestar Animal N° 30407.

Preparacion de la muestra. Del extracto optimizado se realizaron

diluciones con el solvente de extraccion hasta obtener 5 mg/mL.
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Induccién de la lipoperoxidacion. Se realiz6 conforme al cuadro 9y se

dejo en incubacion a temperatura ambiente por 30 minutos.

Cuadro 9. Protocolo de induccion de la lipoperoxidacién en tejido

hepatico.

Basal Control clestrés+EX s/estrés+EX

HH (pL) 900 900 900 900
BPS (uL) 120 60 - 60
AA (4 mM) (uL) - 45 45 -
FeSO4 (2 mM) (uL) - 15 15 -
Extracto (EX) (uL) - - 60 60

AA: acido ascorbico; EX (extracto de coronta molida); HH (homogeneizado de higado);

BPS: buffer fosfato salino; c/estrés (con estrés inducido); s/estrés (sin estrés inducido).

3.8.4.2 Determinacion de especies reactivas del acido 2-
tiobarbiturico (TBARS)

Se realizd6 por medicion del complejo tiobarbiturico - malondialdehido

segun el método de Buege y Aust (1978) con algunas modificaciones.

Fundamento. La lipoperoxidacién (LP) es un dafo oxidativo que afecta
principalmente a los lipidos de membrana. Durante la LP se libera el
malondialdehido (MDA) que forma un complejo con el acido 2-
tiobarbiturico de color rosado en medio acido y a altas temperaturas, el

cual es medido a una longitud de onda de 535 nm.

Procedimiento. Después de 30 minutos de incubacion la reaccion fue
detenida con acido tricloroacético (TCA) al 10% conforme al cuadro 10.

Finalmente el sobrenadante obtenido fue leido a 535 nm.
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Cuadro 10. Protocolo de determinacion de especies reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS).

Basal Control clestrés+EX slestrés+EX

HHt (uL) 300 300 300 300

TCA10 % (uL) 600 600 600 600

Someter a bafo hirviendo por 15 minutos, enfriar con agua de cafo.

TBA 0,67 % (uL) 900 900 900 900

Someter a bafo hirviendo por 30 minutos, enfriar con agua helada,
centrifugar a 7000 rpm por 10 minutos

HHt: Homogeneizado de higado con tratamiento (induccién de estrés oxidativo); TCA:
Tricloroacético; TBA (acido 2-tiobarbiturico); c/estrés (con estrés inducido); s/estrés (sin

estrés inducido).

Calculos. El nivel de lipoperoxidacion se determiné mediante la férmula:

pmol = FDXAXv
gtejido exlxw

TBARS (

£s35: Coeficiente de extincién molar 1,56 x 105 M” ¢cm™
A: Absorbancia de la muestra.

w: Peso del higado en gramos.

v: Volumen del homogenizado del higado en litros.

| : Ancho de la celda 1cm.

FD: Factor de dilucion del homogenizado de higado.
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3.9 Analisis Estadistico

Todas las mediciones cumplieron con los requisitos previos para poder
aplicar las pruebas paramétricas (distribucion normal y homogeneidad de
varianzas). El ANOVA se aplicé a todos los indicadores para definir si existe
diferencias significativas entre las medias, luego se empled la prueba Tukey
con el fin de saber entre que pares de medias hay diferencias significativas.

Para el analisis estadistico se utilizo el paquete estadistico MINITAB 17.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados de la Investigaciéon

4.1.1 Cuantificacion de compuestos bioactivos.

4.1.1.1  Polifenoles totales, flavonoides del extracto

hidroalcohdlico de la coronta del maiz morado.

Para la cuantificacion de polifenoles y flavonoides se emplearon las
curvas de calibracion de acido galico (y=0,09973x+0,01553; R%=0,999) y
quercetina (y=0,07399x+0,002938; R?=0,999) respectivamente (anexo 5
y 6).

En el cuadro 11, se presentan los resultados expresados como
equivalente de acido galico (polifenoles) y equivalente de quercetina
(flavonoides); en ambos la muestra de Lima fue la que presenté el mayor
contenido de polifenoles y flavonoides con 94,09 mg EAG/g y 4,43 mg

EQ/g respectivamente.

Cuadro 11. Polifenoles totales, flavonoides y antocianinas del
extracto hidroalcohodlico de la coronta de maiz morado de tres

regiones del Peru.

Procedenci Polifenoles Flavonoides Antocianinas
ocedencia mg EAG/g mg EQ/g mgl/g
Lima 94,09 + 2,03 @ 4,43 +0,24 2 42,64 +£0,249 @
Cajamarca 75,39 + 1,68 ° 3,59+0,06° 34,09+ 0,210°
Apurimac 67,85+2,20° 3,09+0,11° 24,41+ 0,267 °©

Muestras independientes por triplicado; media + desviaciéon estandar.
2.bYe valores con letras diferentes en una misma columna expresan significancia para la
prueba Tukey p<0,05. EQ: Equivalente de quercetina (flavonoides); EAG: Equivalente de

acido galico (polifenoles).
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4.1.1.2 Antocianinas totales del extracto hidroalcohdlico de Ia

coronta del maiz morado.

En el mismo cuadro 11 se observa los valores promedios del contenido
de antocianinas totales usando el método de pH diferencial en las
muestras obtenidas de las tres diferentes regiones existiendo diferencias
significativas entre ellas (p<0,05), correspondiendo el mayor valor la

muestra de Lima con 42,64 mg/g.

4.1.1.3 Cianidina-3-glucésido del extracto acuoso e

hidroalcohdlico de la coronta del maiz morado.

Se realizd6 una comparacion del contenido de cianidina-3-glucésido
empleando un extracto hidroalcohdlico y acuoso (cuadro 12). Los valores
de cianidina-3-glucdsido fueron mayores con el sistema de extraccion
hidroalcohdlico, de todas las muestras de maiz morado la muestra de
Lima fue la que presentd el mayor valor con 18,50 mg/g (extracto

hidroalcohdlico) y 13,71 mg/g (extracto acuoso).

Cuadro 12. Contenido de cianidina-3-glucésido por HPLC en coronta
de maiz morado de tres regiones del Peru usando extracto

hidroalcohdlico y acuoso.

Cianidina-3-glucésido (mg/g)

Procedencia acuoso hidroalcohdlico
Lima 13,71+0,15° 18,50 + 0,16 2

Cajamarca 8,16 + 0,01 ° 10,30 £ 0,10 °

Apurimac 6,68 +0,01° 9,46 +0,14°

Muestras independientes por triplicado; media + desviaciéon estandar.
2.5¥¢ valores con letras diferentes en una misma columna expresan significancia para la

prueba Tukey p<0,05.
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En la figura 11 y 12 se muestran los perfiles cromatograficos del extracto
hidroalcohdlico y acuoso de las tres muestras, siendo estos parecidos en el
numero de picos, variando solo en la proporcion de cada antocianina. Los
picos predominantes fueron 1y 3, el primero fue identificado comparando el
tiempo de retencidn con el del estandar cianidina-3-glucésido, para

finalmente determinar su concentracién en base a sus areas respectivas.
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Figura 11. Cromatogramas obtenidos por HPLC del extracto
hidroalcohodlico de coronta de maiz morado. A) Estandar de cianidina-
3-glucésido B) Perfil obtenido del extracto de Lima C) Perfil obtenido

del extracto de Cajamarca D) Perfil obtenido del extracto de Apurimac.
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Figura 12. Cromatogramas obtenidos por HPLC del extracto acuoso

de coronta de maiz morado. E) Perfil obtenido del extracto de Lima
F) Perfil obtenido del extracto de Cajamarca G) Perfil obtenido del

extracto de Apurimac.
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4.1.2 Determinacion de capacidad antioxidante

4.1.2.1 Captacion del vradical libre DPPH del extracto

hidroalcohdlico de la coronta del maiz morado.

Para la determinacién de la capacidad antioxidante en las diferentes
muestras de maiz morado por el método de DPPH se realizaron dos
curvas de calibracion empleando como estandares de referencia al trolox
y al acido ascorbico (anexo 7 y 8). Teniendo en cuenta las ecuaciones de
regresion lineal, se determind el concentracion inhibitoria al 50 % (IC 50),
dando como resultado 3,39 ug/mL para el trolox (y=15x-0,9; R?=0,999) y
3,74 pg/mL para el acido ascérbico (y=13,68x-1,209; R*=0,995).

70 Ecuacion de la recta
—e— (L) y=3,208+1639x R-Sg=99,1%
—m (C):y=2,918+1358x R-Sq=99,2%

-o- (A):y=1648+1142x R-Sq=99,7%

60
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Concentracion (mg/mL)

Figura 13. Porcentaje de inhibiciéon por el método DPPH obtenido de

las diferentes muestras (L) Lima (C) Cajamarca y (A) Apurimac.

La figura 13 muestra el comportamiento lineal entre el % de inhibicion y la
concentracion de las muestras provenientes de las tres regiones,

observandose que a medida que aumenta la concentracién del extracto
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aumenta el % de inhibicidn. En base a la ecuacion de la recta se obtuvieron

los valores de IC 50:

Lima: y=3,298+1639x; R2=0,991;
Cajamarca: y=2,918+1358x; R?=0,992;
Abancay: y=1,648+1142x; R?>=0,997.

En el cuadro 13 se observa que el extracto de Lima posee el menor valor de
IC 50 (28,67 pug/mL) y por lo tanto la mayor capacidad de estabilizar al

radical libre.

4.1.2.2 Captacion del radical cationico ABTS™ del extracto

hidroalcohélico de Ia coronta del maiz morado.

Para la evaluacién de la capacidad antioxidante por el método de ABTS se
realizaron dos curvas de calibracion empleando como estandares de
referencia al trolox y al acido ascorbico (anexo 9 y 10). En base a las
ecuaciones de regresion lineal se determind el concentracidn inhibitoria al
50 % (IC 50), dando como resultado 3,19 ug/mL para el trolox (y=15,79x-
0,306; R?=0,997) y 2,42 ug/mL para el acido ascorbico (y=20,25x+1,071;
R?=0,996).

Al trabajar las muestras de las tres regiones, se obtuvo un comportamiento
cuadratico entre el % de inhibicion del radical ABTS™ y la concentracion de
las muestras (Figura 14). Se aplicaron las siguientes ecuaciones para la

obtencién de los valores de IC 50:

Lima: y = 0,831+2312x-15468x% R?= 0,999;
Cajamarca: y = 2,001+1881x-12128x% R?= 0,997;
Abancay: y = 0,222+1654x-9971x%; R? = 0,999).
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Los valores de IC 50 se muestran en el cuadro 13. Al igual que los
resultados obtenidos con DPPH, la muestra de Lima present6 el menor valor

con 25,67 ug/mL y por ende la mayor capacidad antioxidante.

920 Regresion Cuadratica

—@— (L)y=0,8308+2313x-15468x2 R-5¢=99,9%
—m— (C)y=2,001+1881x-12128x2 R-5q=99,7%
--&- (A)y=0,2215+1654x-9971x2 R-59=99,9%
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Figura 14. Porcentaje de inhibiciéon por el método ABTS obtenido de

las diferentes muestras (L) Lima (C) Cajamarca y (A) Apurimac

Segun el cuadro 13, para ambas metodologias (DPPH y ABTS), es la
muestra de Lima que presenta los mayores valores de TEAC y VCEAC
expresandonos una excelente actividad antioxidante. Ademas expresan

diferencias significativas p<0,05 entre las muestras de diferentes regiones.

Se realizdé la correlacidn de pearson (r) entre los compuestos bioactivos
(polifenoles, flavonoides, antocianinas vy cianidina-3-glucésido) y la
capacidad antioxidante determinada por dos metodologias ABTS y DPPH,
donde se encontré una correlacion lineal negativa y significativa entre las
antocianinas totales y el IC 50-DPPH (r=-0,999; p=0,030<0,05), lo mismo se
observa con el IC 50-ABTS (r=-1,000; p=0,005<0,05) (anexo 11).
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Cuadro 13. Capacidad antioxidante e IC 50 del extracto hidroalcohdlico de coronta de maiz morado de tres regiones del

Peru.
TEAC (ug/mg) VCEAC (pg/mg) IC 50 (pg/mL)
Procedencia DPPH ABTS DPPH ABTS DPPH ABTS
Lima 118,29+ 2,412  124,33+2,83% 130,50+2,66°  94,32+¢215%  28,67+0,58% 25,67 +0,58°
Cajamarca 97,81+1,65° 98,68+1,74° 107,90+1,82°  74,86+1,32°  34,67+0,58° 32,33+0,58°
Apurimac 79,4641,08° 80,43+1,18° 87,67+1,20°  61,02+0,90° 4267 +0,58° 39,67 +0,58°

Muestras independientes por triplicado: media + desviacién estandar.

2bY¢ valores con letras diferentes en una misma columna expresan significancia para la prueba Tukey p<0,05.

TEAC: Capacidad antioxidante equivalente a trolox.
VCEAC: Capacidad antioxidante equivalente a acido ascorbico.
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4.1.2.3 Indice de oxidacion del extracto hidroalcohélico de Ia

coronta del maiz morado.

Los extractos de coronta de maiz morado presentaron valores de indice de
oxidacion entre 20,33 a 55,0 segundos, siendo la muestra procedente de
Lima la que mostréo un gran poder reductor, debido a que dicho extracto
logré rapidamente reducir al permanganato de potasio de estado de
oxidacion (+7) a (+2) cambiando la coloracion de rosado a incoloro en menor
tiempo. Los datos fueron evaluados estadisticamente en un analisis de
varianza (ANOVA) indicando que existe diferencias significativas (p <0,05) y
segun el método Tukey los tres promedios son estadisticamente diferentes.
(Cuadro 14)

Cuadro 14. indice de oxidacion del extracto hidroalcohélico de la

coronta del maiz morado de tres regiones del Peru.

Procedencia Tiempo (s)
Lima 20,33 +1,53 ®
Cajamarca 47,00+ 2,65°
Apurimac 55,00+ 2,65°

Muestras independientes por triplicado; media * desviacioén estandar.
2.5 ¢ -valores con letras diferentes en una misma columna expresan significancia para la
prueba Tukey.

4.1.2.4 Determinacion de especies reactivas de acido 2-
tiobarbiturico (TBARS).

En nuestro estudio la Lipoperoxidacion (LP) es estimulada cuando el acido
ascorbico se encuentra en presencia de trazas de metales de transicion

como el hierro. Los valores mas altos de TBARS Ilo presenta el
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homogenizado de higado tratado con hierro y acido ascorbico, ambos
responsables de una rapida lipoperoxidacion. Sin embargo, cuando la LP se
realiza en presencia de los extractos de maiz morado (EX), se observa una

disminucién de los valores de TBARS.

En la figura 15, el grupo basal esta constituido por homogeneizado de
higado y buffer fosfato salino, a pesar de no existir lipoperoxidacién inducida
presenta niveles de TBARS (0,113 pmol/g), indicando presencia de especies

reactivas al acido tiobarbiturico.

El grupo (c/estrés+ EX) lo conforma el homogeneizado de higado expuesto
al sistema acido ascérbico/Fe*? con adicidn del extracto de coronta de maiz
morado. En la figura 15 se observa que las tres muestras en estudio
redujeron los niveles de TBARS del control, sin embargo la muestra de Lima
(clestrés+EX) a una concentracion final de 49 pg/mL logré disminuir
significativamente los niveles de TBARS en un 53 % respecto al control,

demostrando asi mayor actividad antioxidante que las demas muestras.
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Figura 15. Contenido de TBARS frente al extracto
hidroalcohdlico de coronta del maiz morado de tres regiones del
Peru en un modelo de estrés oxidativo in vitro, en homogeneizado de
higado.

ab.cd valores con letras diferentes expresan significancia al nivel de 0,05.

EX: Extracto, c/estrés: con estrés inducido, s/estrés: sin estrés inducido.
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El grupo (s/estrés + EX) muestra la accion del extracto frente al estrés
preexistente en el homogeneizado de higado, donde se observa una
disminucion significativa de los niveles de TBARS de 42 a 43 % para los tres

diferentes extractos respecto al grupo basal.
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4.2 Discusion

4.2.1 Compuestos bioactivos en el extracto de la coronta del maiz

morado.

El contenido de los metabolitos secundarios en el maiz morado dependera
de varios factores como las condiciones ambientales del cultivo. En el
cuadro 11 se observa el contenido de los compuestos bioactivos de las tres
regiones seleccionadas, observandose que la muestra de Lima posee el
mayor contenido seguido de la muestra de Cajamarca y Apurimac. Esta
diferencia podria explicarse porque los cultivos de maiz morado se

realizaron en diferentes épocas del afo.

Las zonas de mayor incidencia de radiacion solar y UV-B se encuentran en
los andes peruanos, pero en eépoca de verano empieza a llover en la sierra y
éstas nubes son muy gruesas y espesas que no permiten faciimente que
ingrese la radiacion solar (SENAHMI, 2017).

El maiz morado de Cajamarca y Abancay fueron cultivados entre los meses
de noviembre a marzo con presencia de lluvias y alta nubosidad provocando
que gran parte de la radiacion solar sea reflejada (Alley, 2007). En cambio
para la muestra de Lima (Pacaran) su cultivo se realizé entre los meses de
marzo a julio en ausencia de lluvias, con cielo despejado que permite el
ingreso de la radiacion solar, también tomar en cuenta que el clima soleado

de dicho distrito se mantiene durante todo el ano.

Segun Carrasco (2009), ésta misma radiacion solar puede ser perjudicial en
altas intensidades donde se da el aumento de la radiacion UV-B. Las plantas
desarrollan una serie de mecanismos de adaptacion a dicha radiacion con el
fin de evitar su penetracion como: reduccion de su crecimiento, aumento del
contenido de ceras que favorecen su reflexion, aumento en la sintesis de
metabolitos secundarios como los polifenoles capaces de absorber la

radiacion UV-B. Este mismo autor menciona que a dosis elevadas de
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radiaciéon UV-B inhibe el proceso de la fotosintesis provocando la pérdida de
los polipéptidos localizados en el fotosistema |l, afectando la produccion de
ATP y NADPH que son los elementos esenciales en la fijacion del CO; en el

ciclo de Calvin.

Otro estudio realizado por Copia et al., (2012) mostraron el efecto de la
radiacion UV-B sobre los polifenoles de una microalga, donde indicé que su
respuesta esta asociada aun fendmeno llamado Hormesis caracterizado por
estimulacion a bajas dosis e inhibicion a altas dosis. Cuando la dosis de UV-
B son moderadas favorece la fotosintesis y aumento de los polifenoles como
mecanismo de proteccion y a dosis elevadas inhibibe la fostosintesis y con

ello disminuye el contenido de polifenoles.

Otro de los factores a considerar es el tipo de suelo, el cultivo de maiz
morado requiere de suelos franco-arenosos con estructura granular, blanda
con buen drenaje, aireacién y buena retencién de humedad (INIA, 2016).
Ademas este recurso vegetal necesita de gran cantidad de fertilizantes que
contengan Nitrogeno, Fésforo y Potasio que permitan aumentar la
produccion de las antocianinas. En la etapa inicial de su crecimiento requiere
de altas concentraciones de fosforo, y en una etapa posterior a inicios de su

floracién no requiere de este elemento (INIA, 2016).

Con lo anteriormente mencionado, estos factores probablemente serian los
principales motivos de porqué la muestra procedente del distrito de Pacaran,
provincia Canete, region Lima, presentd los valores mas altos en
compuestos bioactivos; especificamente este distrito posee un clima seco,
calido y soleado durante todo el afio con temperatura promedio de 22 °C,

con suelos fértiles, franco-arenosos y aluviales.

Otros autores evaluaron el contenido de polifenoles en coronta de maiz
morado como Gorriti et al., (2009) quienes trabajaron con una muestra
procedente del distrito de la Joya de la Region de Arequipa-Peru utilizando el
mismo solvente de extraccion del presente trabajo (solucidon etandlica al

20%, pH 2), pero bajo diferentes condiciones de tiempo y temperatura de
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extraccion. Para las condiciones de temperatura y tiempo de extraccion de
75 °C y 30 minutos alcanzaron el valor de 73,80 mg EAG/g de coronta y
para la temperatura de 90 °C y tiempo de 120 minutos el valor de 76,96 mg
EAG/g de coronta. Siendo este ultimo valor similar a lo conseguido con el
maiz morado de Cajamarca del presente estudio pero en condiciones de
extraccion de 70 °C y 30 minutos. Al comparar las ubicaciones geograficas y
climatoldgicas de los distritos de La Joya (Arequipa) y de Eduardo Villanueva
(Cajamarca) se puede notar que tienen similar clima durante el afio, pero el
distrito arequipefio se ubica a 1644 msnm mientras que el distrito
cajamarquino a 2007 msnm. Probablemente la altitud y las condiciones de

cultivo serian las responsables de esta diferencia.

Ademas, Quispe et al., (2011) realizaron un estudio de tres cultivares de
coronta de maiz morado TC (testigo Canta), TJ (Testigo Joya) y la variedad
PM 581, sembrados en el distrito de La Joya-Arequipa, y consideraron las
condiciones del campo de cultivo: El suelo de textura franco arenosa, con
bajos contenidos de materia organica y nitrégeno, elevadas cantidades de
fésforo disponible, valores normales de potasio y carbonato de calcio, y la
fertilizacion en el experimento fue de 230 kg N/ha a los 45 dias después de
siembra. El contenido de fenoles totales para los tres cultivares estuvieron
en el rango de 33,39 a 40,58 mg EAG/g coronta. Los resultados del presente
trabajo son mayores a los reportados por Quispe et al. Esto se explicaria por
las condiciones agroecoldgicas durante el cultivo que pueden afectar el
contenido de los polifenoles, que segun el INIA (2016) el tipo de suelo que
permite el buen desarrollo del maiz morado debe poseer altos contenidos de

materia organica y altas concentraciones de N, P y K (siembra).

También se ha reportado estudios del contenido de polifenoles en el grano
de maiz morado. El trabajo realizado por Ramos et al., (2012), con los
granos de maiz morado de la variedad mejorada, INIA-601 cultivada en la
region de Cajamarca-Peru y con seis sistemas de extraccion, mostrd valores
de polifenoles en el rango de 4,63 a 9,06 mg EAG/g, y en cuanto a
flavonoides fueron de 1,15 a 2,66 mg ER/g (equivalente de rutina). Por su
parte, Mex et al., (2013), trabajaron con los granos de cinco variedades de
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maices cultivados en México, donde determinaron que la variedad morada
obtuvo el mayor valor de polifenoles con 14,45 mg EAG/g. En ambas
investigaciones sus resultados fueron inferiores a los de la coronta de maiz
morado de nuestra investigacion, lo cual indicaria que en la coronta se
concentra el mayor contenido de estos compuestos bioactivos. Con relacién
al contenido de flavonoides, nuestros resultados fueron obtenidos utilizando
quercetina como referencia, no siendo posible un analisis comparativo en
equivalencia con el trabajo de Ramos et al, ya que los autores utilizaron

rutina como referencia.

Doroteo et al., (2013) realizaron estudios sobre el maiz morado y otras
plantas peruanas, han reportado polifenoles y flavonoides respectivamente
de la uAa de gato (17,3 mg EAG/g y 79,39 mg EQ/g), del maiz morado (33,2
mg EAG/g y 48,40 mg EQ/g), del yacon (12,8 mg EAG/gy 27,21 mg EQ/Q),
de la maca (9,3 mg EAG/g y 14,66 mg EQ/g), ratania (30,1 mg EAG/g y
127,87 mg EQ/g) y aguaymanto (9,4 mg EAG/g y 12,72 mg EQ/qg),
comparando estos resultados con el presente estudio, los valores son
mayores en contenido de polifenoles, pero menores en la determinacion de
flavonoides, esto ultimo se explicaria porque empleamos una técnica
diferente que emplea tricloruro de aluminio y no implica la adicion de nitrito

de sodio y que las lecturas fueron realizadas a 425 nm y no a 510 nm.

Las antocianinas son los responsables del color caracteristico del maiz

morado y forman parte del grupo de los polifenoles (Cuevas et al., 2008).

En nuestro pais existe informacién sobre la determinacion de antocianinas
en muestras procedentes de Cajamarca y de Arequipa. Resultados
reportados por Rafael (2017) y Gorriti et al., (2009) bajo condiciones de
extraccion similares a las desarrolladas en la presente investigacion
muestran valores de antocianinas de 8,71 mg/g y 25,94 mgl/g
respectivamente. Para el primer caso, la obtenciéon de la coronta de maiz
morado fue en el mercado de Cajamarca y no se conocen las condiciones de
cosecha, recoleccion y almacenamiento que pudieran haber influido en la

estabilidad de las antocianinas ya que Guzman et al., (2010), menciona que
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la luz solar y sobre todo la temperatura pueden dar lugar a la hidrélisis del
enlace glucosidico (posicion 3) seguido de la ruptura del anillo y como
efecto, formacién de chalconas. Los valores mas altos de antocianinas de la
presente investigacion podrian explicarse porque las muestras
seleccionadas fueron obtenidas tres dias después de su cosecha e
inmediatamente tratadas y almacenadas adecuadamente. Para el segundo

se justificaria por las diferentes condiciones ambientales del cultivo.

Por otro lado, Quispe et al., (2011) con muestras obtenidas de Arequipa,
reportaron valores de contenido de antocianinas entre 13,36 a 20,60 mg/g,
que fueron extraidas con etanol al 20 % pH 2 durante un tiempo de 60
minutos a la temperatura de 90 °C, estos valores estan por debajo de lo
encontrado en el presente estudio. Debemos mencionar que en este trabajo
se ensayo la influencia del tiempo y temperatura (Anexo 3 y 4) y se observo
que a mayores valores de 70 °C y 30 minutos, el contenido de antocianinas
disminuye. Estos resultados concuerdan con los estudios realizados por Gu
et al., (2007) donde demostraron que las antocianinas a temperaturas por
encima de los 70 °C se degradan siguiendo una cinética de primer orden y
que dicha degradacion térmica ocasiona la hidrolisis del enlace glucosidico,

ruptura del anillo pirilio y formacién de chalconas incoloras.

Ramos et al., (2012) al determinar antocianinas en granos de maiz morado
procedente de Cajamarca, consiguieron valores de 0,88 a 2,87 mg/g.
Asimismo, Mex et al., (2013) trabajaron sobre el extracto hidroalcohdlico de
los granos de maiz morado consiguiendo el valor de 4,10 mg/g. El mayor
valor obtenido en el presente estudio se explicaria debido a que la muestra
fue la coronta del maiz morado, donde se concentra el mayor contenido de
antocianinas, comparado con los granos de dicho fruto, hecho que fue

confirmado por Arriaga y Castro (2011).

Los resultados obtenidos por HPLC para la cuantificacion de la cianidina-3-
glucésido mostraron que los perfiles cromatograficos del extracto acuoso e
hidroalcohdlico de las tres muestras son parecidos, variando solo en la

proporcion de cada antocianina. Segun el cuadro 12, puede observarse que
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la mayor cantidad de cianidina-3-glucosido se logra empleando el extracto
hidroalcohdlico. Esto tendria su explicacion en el tipo de solvente de
extraccion utilizado, ya que el etanol posee un caracter anfipatico capaz de
permeabilizar mejor la membrana plasmatica, alterando su fluidez, facilitando
asi la salida de una mayor cantidad de antocianinas que se hallan en las

vacuolas de las células vegetales (Elvir, 1993).

Al observar los perfiles cromatograficos logrados con HPLC en las tres
muestras de maiz morado seleccionadas para este trabajo, se puede notar
que los picos predominantes fueron 1 y 3. Segun Pedreschi y Cisneros
(2007), la cianidina-3-glucésido representa el principal tipo de antocianina
presente en el extracto comercial de maiz morado obtenido de Lima, seguido
por la cianidina-3-glucésido acilada. Asimismo, Cuevas et al., (2008)
investigaron sobre la caracterizacion de las antocianinas en granos de
diferentes variedades de maiz boliviano, donde identificaron a la cianidina-3-
glucdsido y cianidina-3- (6"- malonilglucésido) como las mayoritarias, lo que

concordaria con los resultados obtenidos en la presente investigacion.

Los resultados de HPLC del presente trabajo (cuadro 12) son comparables
con los obtenidos por Arriaga y Castro (2011) quienes en un extracto acuoso
encontraron que la variedad identificada con el nombre de Sintético Amplio
presenté en coronta el valor de 30,84 mg/g. El menor valor conseguido en
este trabajo podria explicarse por la variedad y las condiciones de cultivo,
entendiéndose que las semillas mejoradas obtenidas por el INIA cuentan con
gran numero de genes que regulan la formacién de las antocianinas (INIA,
2004).

Pedreschi y Cisneros (2007) determinaron el contenido de cianidina-3-
glucésido de una muestra comercial proporcionada por Fitofarma (Lima),
encontrando el valor de 15,43 mg/g, dato inferior al valor de la muestra de
Lima mostrada en este trabajo. Es necesario indicar que la muestra
comercial correspondié a un extracto hidroalcohdlico seco atomizado de

maiz morado, mientras que en el presente estudio trabajamos con las
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corontas del maiz morado bajo condiciones de laboratorio y condiciones de

extraccion diferente, lo que justificaria nuestro alto valor.

4.2.2 Capacidad antioxidante en el extracto de la coronta del maiz

morado.

En este estudio los extractos de maiz morado de las tres muestras tuvieron
valores con diferencia significativa, el menor valor ha sido para la muestra
proveniente de la region Lima, lo que significa una mejor capacidad
antioxidante por ambas técnicas empleadas. Pero debe observarse de
manera importante que los valores de IC 50 hallados para las tres muestras
por ambas técnicas estan por debajo de 50 ug/mL, lo que demuestra la alta

capacidad antioxidante (Omisore et al., 2005) (cuadro 13).

Este trabajo se propuso aplicar mas de un método para el estudio de esta
actividad con la finalidad de alcanzar un mejor entendimiento y certeza de la
capacidad antioxidante de las muestras seleccionadas. Ademas, la mayoria

expresa sus resultados como IC 50 y no como TEAC y VCEAC.

En el caso de la muestra procedente de la region Lima, también presento el
mayor contenido de los compuestos bioactivos (polifenoles, flavonoides,
antocianinas y cianidina-3 glucdsido). Estos resultados permiten proponer
que los compuestos fendlicos presentes en el extracto aportan capacidad

antioxidante inhibiendo la accién de los radicales libres.

Ramos et al., (2012) trabajaron sobre el extracto metandlico de los granos
de maiz morado encontrando los siguientes valores: para DPPH un IC 50 de
78 pg/mL y para ABTS un IC 50 de 366 pg/mL. Los menores valores del
presente trabajo hace referencia que necesitamos una menor cantidad del
extracto para poder inhibir el 50 % del radical DPPH, mostrando asi una
considerable actividad antioxidante. Quizas la explicaciéon a esa diferencia
sea que en el presente estudio empleamos la coronta donde se sabe que se

concentra el mayor contenido de los compuestos fendlicos, que en el grano.
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Caso contrario es el trabajo realizado en granos de maiz morado por Mex et
al., (2013), donde el extracto frente al radical DPPH mostré un IC 50 de 17,3
pg/mL. ElI mayor valor de IC 50 conseguido en el presente estudio, a pesar
de trabajar en las corontas, se justificaria por la diferente metodologia de
extraccién, tomando en cuenta que la proporcién de los solventes pueden
favorecer a una mayor extraccidén de los metabolitos secundarios. Sin
embargo, en el estudio de Doroteo et al., (2013) sobre el extracto
hidroalcohdlico de maiz morado encontré un valor de IC 50 de 28,89 ug/mL
similar al valor de la muestra de Lima del presente trabajo, a pesar de

poseer menor contenido de polifenoles.

Otros productos naturales, como la uia de gato y la ratania fueron
estudiados por Doroteo et al., (2013). Su capacidad antioxidante fue
evaluado con el método de DPPH y sus extractos hidroalcohdélicos mostraron
valores de IC 50 de 12,05 pg/mL para el ufa de gato y 10,45 pg/mL para la
ratania. Estos resultados muestran una mayor capacidad antioxidante a
pesar de poseer menores contenidos de polifenoles que las muestras del
presente estudio. Esta notable diferencia podria explicarse por las diferentes
condiciones de extraccidn, ya que empleamos una menor proporcion del
solvente organico, y por la presencia de otros compuestos bioactivos que no
son compuestos fendlicos pero que poseen actividad antioxidante como el

acido ascorbico.

Existen trabajos que expresaron su capacidad antioxidante como TEAC-
DPPH y ABTS, como el trabajo realizado por Pichardo (2019) sobre un
extracto hidroalcohdlico de col morada que tuvo un valor de TEAC-ABTS de
7,21 mmol/100 g muestra seca y TEAC-DPPH de 4,31 mmol/100 g muestra
seca. Para poder comparar se realizd la conversion de unidades
obteniéndose los valores de TEAC-DPPH en el rango 31,74 a 47,24
mmol/100 g muestra seca y TEAC-ABTS entre 32,13 a 49,65 mmol/100 g
muestra seca. La mayor capacidad antioxidante conseguido en el presente
trabajo se demostraria por el elevado contenido de polifenoles y

antocianinas comparado con la col morada.
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Yabar (2019) determiné capacidad antioxidante sobre un extracto metanolico
de tres ecotipos de maca (roja, amarilla y negra) y que fueron expresados
como TEAC-ABTS, dando valores en el rango de 23,48 a 25,84 umol/g de
muestra seca. Valencia et al., (2017) trabajaron sobre extractos
hidroalcohodlicos de 24 accesiones de semillas de quinua sobresaliendo los
valores de TEAC-DPPH de 1195,75 umol/100g y TEAC-ABTS de 1507,94
pmol/100g. Ademas, Corimayhua (2017) reportd6 que el extracto
hidroalcohdlico de hojas de quinua presentan actividad antioxidante
demostrado por los valores de TEAC-DPPH de 6414,35 ymol/100g y TEAC-
ABTS de 5009,97 pmol/100g. Al realizar la conversion de las unidades de la
presente investigacion se obtuvieron como TEAC-DPPH en el rango de
31741,95 a 47242,03 umol/100g y TEAC-ABTS entre 32128,10 a 49650,24
pmol/100g, los valores altos conseguidos en este trabajo se explicarian por

su alto contenido de polifenoles capaces de inhibir la accion de los radicales.

La capacidad antioxidante demostrada con ambas metodologias DPPH y
ABTS puede deberse al contenido de las antocianinas, debido a que
presenta una correlaciéon alta y significativa cercana a 1, por ejemplo entre
DPPH-IC50 vy antocianinas (r= -0,999; p<0,05). Asimismo, hay
investigaciones que relacionan la capacidad antioxidante con el contenido de
polifenoles como el de Gorriti et al., (2009) donde obtuvieron una correlacion
lineal altamente significativa (r*=0,9774 p<0,01), sin embargo en la presente
investigacion la correlacion es alta pero no significativa. Ademas, Ramos et
al., (2012) determinaron el coeficiente de Pearson entre el IC 50 (DPPH y
ABTS) y el contenido de compuestos bioactivos (antocianinas, polifenoles, y
flavonoides) de los granos de maiz morado, donde obtuvieron una
correlacion negativa no significativa, por ejemplo entre el IC 50-DPPH vy las
antocianinas (r=-0,626; p>0,05). Por otro lado, Kuskoski et al., (2005)
evaluaron la capacidad de antioxidante de once frutos y demostraron que la
correlacion es alta (r?=0,995 método VCEAC-ABTS) cuando las muestras
poseen antocianinas (mora, uva, fresa) y disminuye (r?=0,599 método
VCEAC-ABTS) cuando no hay presencia de dichos pigmentos (pifa,

graviola, maracuya).
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El indice de oxidacion representa una medida de la velocidad de reduccion
de los compuestos oxidantes; un tiempo menor es indicativo de una mayor
capacidad reductora. Los resultados conseguidos en este trabajo reportaron
nuevamente a la muestra de Lima con mayor poder reductor (20,33
segundos) que las muestras de Cajamarca y Apurimac. Mex et al., (2013)
realizaron el indice de oxidacion en granos de diversas variedades de
maices mexicanas, donde el maiz morado obtuvo el valor de 14,61
segundos. En el presente trabajo obtuvimos mayores valores de tiempo que
indicarian una menor capacidad reductora, siendo explicado porque
empleamos condiciones de extraccion diferentes, ademas es posible que

también influya la concentracion del permanganato de potasio.

El ensayo de TBARS como expresion de lipoperoxidacion (Londofio, 2012),
ha mostrado inhibicién significativa (p<0,05) de la lipoperoxidacion in vitro en
las tres muestras de corontas de maiz morado cuando han sido enfrentadas
a homogeneizado de higado sometido a estrés oxidativo (Figura 15), esto
sugiere que los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de la coronta del maiz morado estarian inhibiendo la

lipoperoxidacion inducida bajo el sistema acido ascorbico/Fe*.

A pesar de no existir lipoperoxidacion inducida, el grupo (s/estrés+EX)
(figura 15) de las tres muestras de maiz morado provocaron la disminucion
de los niveles de TBARS del grupo basal (p<0,05). Demostrandonos que los
extractos no inducen reacciones prooxidantes en el homogeneizado de
higado, todo lo contrario, puede observarse un papel antioxidante protector
aun en situaciones fisiologicas. La literatura refiere la doble funcion de

algunos flavonoides como antioxidantes y prooxidantes (Pérez, 2003).

La muestra de Lima (figura 15) exhibié mayor actividad antioxidante debido
a que logré inhibir la lipoperoxidacion en un 53 % respecto al control y fue el
que obtuvo los valores mas altos en compuestos bioactivos. Esto indicaria
que probablemente los compuestos fendlicos son los responsables de inhibir
la degradacién oxidativa (lipoperoxidaciéon). Resultados semejantes fueron
hallados en el trabajo de Arroyo et al., (2007) quienes evaluaron la
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capacidad antioxidante in vivo en ratas hipercolesterolémicas, a las que se
les administr6 un extracto atomizado de maiz morado provocando una
disminucion significativa (56,4 %) de los niveles de lipoperoxidacion en
suero. Asimismo Ramos et al., (2012) trabajaron sobre los granos de maiz
morado y demostraron una alta actividad antioxidante capaz de reducir la
lipoperoxidacién en un 83 % en homogenizado de higado. Otra fuente de
recurso vegetal como la sachapapa morada logré inhibir la lipoperoxidacion
en un 66,37 % sobre suero humano (Ramos et al ., 2010), demostrando asi,
actividad antioxidante, y que podria estar relacionado por la presencia de
sus compuestos fendlicos y sobre todo de las antocianinas debido a que
este pigmento es responsable del color caracteristico de estos recursos

vegetales.

También es importante mencionar que se trabajé sobre un extracto
hidroalcohdlico y que podria haber arrastrado otros compuestos
antioxidantes como el acido ascoérbico que no forma parte de los compuestos
fendlicos y que su presencia en el maiz morado estda demostrado por
Doroteo et al., (2013).

Finalmente, los tres extractos hidroalcohdlicos de coronta de maiz morado
de tres regiones demuestran una gran capacidad antioxidante in vitro tanto
con pruebas quimicas como biolégicas que se correlaciona con el contenido
de compuestos fendlicos. La proveniente de la region Lima (Pacaran)
presentd los valores mas altos en compuestos bioactivos y capacidad
antioxidante, que podrian ser explicadas por diversos factores, entre estos
tenemos, las condiciones edafolégicas, agronomicas, climaticas, la

diversidad genética entre otros.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

Los compuestos bioactivos polifendlicos (flavonoides, antocianinas),
de los tres extractos hidroalcoholicos de coronta tienen niveles
significativamente diferentes, siendo la muestra procedente de Lima
(Pacaran) la que obtuvo los valores mas altos.

La muestra de Lima (Pacaran) presenté los mayores valores en
contenido de cianidina-3-glucésido, como antocianina de referencia.
Las corontas del maiz morado de las muestras analizadas mostraron
una buena actividad antioxidante evaluada in vitro mediante los
ensayos quimicos con DPPH y ABTS y el ensayo biologico medido a
través de las TBARS.

La muestra de la region Lima (Pacaran) exhibié significativamente la
mayor actividad antioxidante y mayor cantidad de compuestos
bioactivos in vitro tanto en el empleo de métodos directos (bioldgicos)

e indirectos (quimico).
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Determinar los niveles de lipoperoxidacion en estudios in vivo con la muestra
que obtuvo el mayor contenido de compuestos bioactivos y actividad

antioxidante in vitro.

Determinar la actividad de las enzimas endogenas como catalasa,

peroxidasa total y la superoxido dismutasa.
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ANEXOS

Anexo 1. Clasificacion taxonémica del maiz morado de Lima.

) UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS o
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CONSTANCIA N°09-USM-2018
£L JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEC DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEIA CONSTANCIA QUE:
La muestra veoesta! (mazorca), recibida de Ana Maria CCACCYA CCACCYA, quimico
de 12 Universidog Macianal Mayor oe San Marcas; ha side estudiada y clasificada
como: Zea mays L.; y tiene la siguiente posicidn taxondmica, seglin ef Sistema de
Crasificacion de Cronquist (1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: LILIOPSIDA
SUS CLASE: COMMELINIDAE
ORDEN: CYPERALES
FAMILIA: POACEAE
GENERO: Zea
ESPECIE: Zea mays L.

Mombre vulgar: "Maiz morado”™
Determinadc por: Bigs. Maria Isabed La Torre Acuy

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines
quEe estime conveniente,

Lima, 10 de enero de 2018
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_%1).‘_’”_—"—-‘
Mag. ASUNCION A. CANO ECHEVARRIA
JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)
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Anexo 2. Flujograma de las operaciones necesarias para la

obtencion de la coronta molida.

Maiz morado

A

y

Sele

ccion

A

y

Limpieza

)

Desgranado

Secado

Moli

enda

A

y

Tam

izado

A

y

Coronta molida




Anexo 3. Contenido de antocianinas segun factores de
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solvente y temperatura de extraccion en coronta de maiz morado.

Antocianinas

Solvente Temperatura (°C) (mglg)
25 28,68 + 0,20 @
b

Agua 50 34,06 + 0,28
70 39,50 £ 0,61 ©
100 31,97 +0,18 ¢
25 34,62 +0,31°2
b

Etanol 20 % 50 43,61+ 0,14
70 46,86 £ 0,62 ©
100 38,61+ 0,02 ¢

Muestras independientes por triplicado; media + desviacién estandar.

a,b,cyd

prueba Tukey.

Anexo 4. Contenido de antocianinas segun factores de

solvente y tiempo de extraccion en coronta de maiz morado.

:Valores con letras diferentes en una misma columna expresan significancia para la

Antocianinas

Solvente Tiempo (mgl/g)
(min)
30 39,25+0,42°
Agua 60 37,75+0,56 °
120 33,77+0,16 ¢
240 31,85+0,11¢
30 46,03 £ 0,47 °
60 43,83+ 0,44 °
Etanol 20% 120 4222 +0,31°
240 41,33+0,74 ¢
a'\,/lé',l?%ras independientes por triplicado; media + desviacion estandar.

prueba Tukey

:Valores con letras diferentes en una misma columna expresan significancia para la
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Anexo 5. Curva de calibracién del acido galico

y=0,01553+0,09973x; R?>=99,9%
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Anexo 6. Curva de calibraciéon de quercetina

y=0,002938+0,07399x; R*=99,9%
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Anexo 7. Curva de calibracion del trolox para el ensayo de DPPH.

y= -0,9000+15,00x; R?*=99,9%
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Anexo 8. Curva de calibracién del acido ascérbico para el ensayo DPPH

y=-1,209+13,68x; R?>=99,4%
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Anexo 9. Curva de calibraciéon del trolox para el ensayo ABTS.
y= -0,306+15,79x; R*=99,7%
5 266411
100 R-5q SO6%
R-Sgladjy  995%
Bo
-
£ o
B
B
F @
20

(85}

o 1 2 3 4
Acido Ascorbico (pgimL)

Anexo 10. Curva de calibracién del acido ascérbico para el ensayo
ABTS.

y=1,071+20,25x; R?=99,5%
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Anexo 11. Coeficiente de correlacion de Pearson (r) del extracto

hidroalcohélico de la coronta de maiz morado.

Caracteristicas DPPH ,cs5 ABTS cs50
Cianidina-3-glucésido -0,867 -0,893
Polifenoles -0,948 -0,964
Flavonoides -0,974 -0,985
Antocianinas -0,999* -1,000*
DPPH cs0 1 0,999*
ABTS cs0 0,999* 1

*La correlacion de Pearson es significativa al nivel 0,05.



88

Anexo 12. Fotos

Foto 2. Induccion de estrés con hierro/acido ascorbico.
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Foto 3. TBARS (adicién de acido tiobarbiturico).
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Foto 4. Preparacién del estandar cianidina-3-glucésido.



Foto 5. Preparacion de la muestra (filtro nylon 0,22um).

Foto 6. Bano maria (extracto hidroalcohdlico).
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