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l. RESUMEN

En México, el maiz (Zea mays L.) de grano azul se destina a la elaboracion de
diversos alimentos, dentro de los cuales la tortilla es el mas comun. La variabilidad
en el contenido de antocianinas, pigmentos responsables de la coloracion azul en el
grano de maiz, lo hace un producto potencial para el suministro de colorantes y
antioxidantes naturales, asi mismo, se ha descrito que algunos compuestos fendlicos
de origen vegetal presentan actividad antioxidante y antiproliferativa a nivel celular,
por lo que el consumo de estos se consideran como promotores de salud. El objetivo
de este trabajo fue llevar a cabo la extraccion de fracciones ricas en polifenoles y
antocianinas de tortillas nixtamalizadas elaboradas con maiz criollo azul, y su efecto
en los perfiles y niveles de compuestos bioactivos, y su actividad antioxidante y
antiproliferativa. Tortillas de maiz azul elaboradas a partir de harinas instantaneas
obtenidas por el proceso de nixtamalizacién, presentaron un alto contenido de
compuestos fendlicos y actividad antioxidante determinada por los métodos de
ORAC, DPPH y ABTS. EI proceso de nixtamalizacion mostré6 decrementos en el
contenido de compuestos fendlicos y antocianinas. Tortillas azules retuvieron el 59 y
57 % del contenido total de fendlicos (suma de la fraccion libre + ligada) y
antocianinas, ademas retuvieron su actividad antioxidante en un 64% (ORAC), 69 %
(DPPH) y 82.95 % (ABTS), con respecto al grano crudo. Fraccion Rica en Polifenoles
Nixtamalizada (FRPN), Fraccion Rica en Antocianinas Nixtamalizada (FRAN)
retuvieron 63.92 % y 65.53 % en el contenido de fendlicos totales y 48.30 % y 52.30

% de antocianinas, sin embargo, para la FRAN y FRPN mostr6 un incremento de



518.59 % para fendlicos totales, y 465.2 % en antocianinas, ademas, la FRPN y
FRAN en capacidad antioxidante, retuvieron 49.11 % y 94.10 % (DPPH)y 72.98 % y
85.66 % (ABTS), sin embargo para la FRAN mostré incremento de 426.36 % (DPPH)

y 209 % (ABTS).

Esto podria indicar que el tratamiento térmico de nixtamalizacion genera cambios
en la matriz del grano de maiz, con la consecuente liberacion de estos compuestos,
los cuales podrian estar ligados a pared celular y convertirlos a su forma libre. Para
el perfil de antocianinas, se lograron identificar en grano y tortilla seis tipos diferentes:
la cianidina-3-glucésido, pelargonidina-3-glucésido, peonidina-3-glucésido, cianidina-
3-(6""-malonilglucosido), pelargonidina-3-(6""-malonilglucésido) y la cianidina-3-(6""-
succinilglucosido). Debido al alto contenido de compuestos fendlicos y actividad
antioxidante, y un perfil cromatografico dominado por la cianidina, estos maices son
materia prima atractiva para elaborar productos alimenticios con potencial
nutracéutico. Ademas, se pudo observar que ambas fracciones (FRAN y FRPN) no
mostraron un efecto citotoxico en células RAW-264. Los resultados obtenidos en esta

investigacion demuestran que tortillas elaboradas con maiz criollo azul representa

una fuente con potencial para la salud.

Palabras clave: Maiz, fracciones, compuestos bioactivos, antioxidantes.



ABSTRACT

In México, blue maize (Zea mays L.) is used for the preparation various foods,
among which the tortilla is the most common. The variability in the content of
anthocyanins, pigments responsible for blue coloration in the corn grain, makes it a
potential product for the supply of natural colorants and antioxidants, in the same
way, it has been described some phenolic compounds of vegetable origin that have
antioxidant and antiproliferative activity at cellular level, so the consumption of these
are considered as health promoters. The objective of this work was to carry out the
extraction of fractions rich in polyphenols and anthocyanins from nixtamalized tortillas
made with blue creole corn, and its effect on the profiles and levels of bioactive
compounds also its antioxidant and antiproliferative activity. Blue corn tortillas made
of instant flours obtained by nixtamalization process, presented a high content of
phenolic compounds and antioxidant activity determined by ORAC, DPPH and ABTS
methods. The nixtamalization process showed decreases in the content of phenolic
compounds and anthocyanins. Blue tortillas retained 59 and 57% of the total content
of phenolics (sum of free + bound fraction) and anthocyanins, in addition they
retained their antioxidant activity by 64% (ORAC), 69% (DPPH) and 82.95% (ABTS),
with respect to the raw grain. Fraction Rich in Polyphenols Nixtamalized (FRPN),
Fraction Rich in Anthocyanins Nixtamalized (FRAN) retained 63.92% and 65.53% in
the content of total phenolic and 48.30% and 52.30% of anthocyanins, however
FRAN and FRPN there was an increment of 518.59% for total phenolics and 465.2%

in anthocyanins, in addition the FRPN and FRAN in antioxidant capacity retained



49.11% and 94.10% (DPPH) and 72.98% and 85.66% (ABTS), however FRAN

showed an increase of 426.36% (DPPH) and 209% (ABTS).

This could indicate that the thermal treatment of nixtamalization generates changes in
the corn grain matrix, with the consequent release of these compounds, which could
be bound to the cell wall and convert them to their free form. For the anthocyanin
profile, six different types were identified in grain and tortilla: cyanidin-3-glucoside,
pelargonidin-3-glucoside, peonidin-3-glucoside, cyanidin-3- (6"-malonylglucoside),
pelargonidin- 3- (6"-malonylglucoside) and cyanidin-3- (6"-succinylglucoside). Due
the high content of phenolic compounds and antioxidant activity, and a
chromatographic profile dominated by cyanidin, these maizes are attractive raw
material to produce food products with nutraceutical potential. In addition, it was
observed that both fractions (FRAN and FRPN) no showed an citotoxic effect in
RAW-264 cells. The results obtained in this investigation show that tortillas made with

blue creole corn represent a source with potential for health.

Keywords: Corn, fractions, bioactive compounds, antioxidants.



Il INTRODUCCION
El maiz es el cereal de los pueblos y culturas del continente Americano, surgio
aproximadamente entre los afios 8 000 y 600 AC en Mesoamérica (México y
Guatemala), probablemente a lo largo del acantilado occidental de México Central o
del Sur, a 500 km de la Ciudad de Meéxico (Acosta 2009). Las mas antiguas
civilizaciones de América, desde los olmecas y teotihuacanos en Mesoamérica, hasta
los incas y quechuas en la region andina de Sudamérica, estuvieron acompanadas

en su desarrollo por esta planta (Serratos-Hernandez 2012).

México como el principal centro de origen del maiz, tiene la diversidad mas
grande de recursos genéticos; a través de una seleccion, la planta se ha diversificado
en una multitud de poblaciones con distintas adaptaciones al clima, latitud y tamafio,
y se han especificado para una amplia gama de actividades humanas con alrededor
de 59 razas identificadas (Sanchez y col 2000; Hernandez 1985). Recientemente, el
maiz azul ha sido utilizado para elaborar tortillas y botanas pigmentadas debido a
que estos productos se aprecian como promotores de salud (El-Sayed y col 2006;

Serna-Saldivar 2010).

A estos maices se les ha otorgado un valor agregado debido a su alto
contenido de compuestos fendlicos del grupo de los flavonoides, entre los que
destacan las antocianinas y los acidos fenodlicos (Masuoka y col 2012; Mora-Rochin y
col 2016). Ademas, en varios estudios se ha destacado el perfil de compuestos
fendlicos, antocianinas, y capacidad antioxidante de distintas variedades (Lopez-

Martinez y col 2009; Serna-Saldivar y col 2011; Reynoso-Camacho y col 2015).



También se le han atribuido propiedades nutracéuticas a los maices pigmentados por
su alto contenido de antocianinas, las cuales poseen actividad biologica benéfica
(antioxidante) (Mora-Rochin y col 2010; Gaxiola-Cuevas y col 2017). Estos
compuestos tienen una accion positiva en la salud al atacar radicales libres, los
cuales se involucran en el desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas (Liu
2003; Arroyo y col 2007; Reynoso-Camacho y col 2015). Adicionalmente, el valor
nutrimental del maiz azul se basa en su endospermo harinoso y contenido de
proteina que es considerado como el mas alto, comparado con maiz blanco y
amarillo (Betran y col 2001). La tortilla es la principal forma de consumo del maiz, y
constituye el alimento basico diario en México y Centroamérica. Las tortillas se
elaboran primordialmente por el proceso de coccion alcalina, Illamado
nixtamalizacién. El término nixtamalizacion se refiere al proceso de coccion alcalina
del maiz para la elaboracion de alimentos, como las tortillas y aperitivos (patatas
fritas de maiz, tortillas chips, y tacos) (Serna-Saldivar y col 1990). Aunque este
proceso mejora en gran medida las propiedades fisicoquimicas y estructurales, asi
como el valor nutricional de la tortilla, también afecta la concentracion de compuestos
bioactivos y actividad antioxidante (Gutiérrez-Uribe y col 2014; Bello-Pérez y col

2015).

Existen varios estudios que han reportado el efecto del proceso de
nixtamalizacion sobre el contenido de polifenoles y antioxidantes de los productos de

maiz, pero no existe suficiente informacion cientifica sobre el efecto que tiene dicho



proceso sobre los niveles y perfiles de compuestos bioactivos y su actividad

antioxidante en tortillas de maiz azul elaboradas por el proceso de nixtamalizacién.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del proceso de nixtamalizacion
de compuestos bioactivos en fracciones ricas en polifenoles y antocianinas de
tortillas elaboradas con maiz criollo azul, y su efecto en la actividad antioxidante y

antiproliferativa.



Il REVISION DE LITERATURA
A. SALUD EN MEXICO

1. Principales causas de muerte en México

Actualmente México ha generado y recibido beneficios de una mejoria notable en
las condiciones de salud. El mejor reflejo de ello se observa entre 1990 y 2013 donde
la esperanza de vida de mujeres incrementé de 74 a 78 afios, mientras que en

hombres de 67 a 72 afios. (SSA, 2015).

En México el perfil demografico es causa y consecuencia del perfil
epidemioldgico, tanto como el descenso de la mortalidad. Sin embargo, la
disminucién en la fecundidad desaceleré el crecimiento de la poblacion dando origen
al proceso de envejecimiento. La evolucion de la transicion demografica conlleva a
un paulatino envejecimiento de la poblacion mexicana, dejando en el pasado un
considerable volumen de nifios que en la actualidad se han convertido en jovenes de
edades altamente productivas y reproductivas. En nuestro pais, el fendmeno
demografico migratorio tiene gran relevancia, pues produce movimientos y
desplazamientos tanto al interior del pais como al exterior. Asimismo, influye en el
volumen, estructura y distribucion de una poblacion. La distribucion territorial en el
pais revela no solo el proceso de urbanizacion que ha experimentado México, sino
también, la gran disparidad en la distribucién de los mexicanos a lo largo del territorio

nacional (SSA 2015).

Gran cantidad de personas viven o se desplazan para trabajar en areas urbanas,

mientras que pocos habitan en localidades rurales. Las infecciones comunes y los



padecimientos ligados a desnutricidn y reproduccion, que ocupaban los primeros
sitios entre las causas de muerte, fueron desplazados por las enfermedades crénico
degenerativas (diabetes, enfermedades cardio y cerebrovasculares, cancer,
enfermedades mentales y adicciones) y lesiones accidentales e imprudenciales (SSA

2015).

En el afio 2016 se observé que las principales causas de muerte entre hombres y
mujeres eran similares; enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus y tumores
malignos (Cuadro 1). Las enfermedades del corazon son las primeras causas de
muerte en la poblacion del pais, el 10.38% de las defunciones masculinas y el 9.25%
de las femeninas se deben a padecimientos de este tipo. La diabetes mellitus
representa la segunda causa de muerte en los hombres con un 7.29%, mientras que
para las mujeres es 7.73%. La tercera causa de muerte entre la poblacion
corresponde a tumores malignos, en hombres 5.93% y 6.16% en las mujeres. En
conjunto, las tres principales causas de muerte agrupan 23.6% de las defunciones

masculinas y 23.14% de las femeninas (INEGI 2015).

La transicién epidemiolégica hacia enfermedades cronicas degenerativas afecta a
la sociedad e impacta significativamente al Sistema de Salud. México tiene una de
las mayores prevalencias de obesidad y sobrepeso infantil en el mundo y mas de
70% de sus adultos tiene sobrepeso. (OMS 2017). La modificacion de los habitos
alimentarios, el menor gasto de energia calorica de las personas, los estilos de vida
sedentarios y el envejecimiento de la poblacion, sumado al consumo de alcohol y de

tabaco, representan los principales factores de riesgo para las enfermedades no



Cuadro 1. Principales causas de muerte en México

Sexo y causas Total Porcentaje

Hombres 363,732 55.50%
Enfermedades del corazén 68,052 10.38
Diabetes mellitus 47,816 7.29
Tumores malignos 38,902 5.93
Accidentes 28,299 4.31
Enfermedades del higado 25,753 3.92
Agresiones 18,293 2.79
Enfermedades cerebrovasculares 16,511 2.51
Enfermedades pulmonares obstructivas 11,093 1.69
cronicas
Influenza y neumonia 10,454 1.59
Las demas causas 98,559 15.03
Mujeres 291,637 44.5%
Enfermedades del corazén 60,670 9.25
Diabetes mellitus 50,705 7.73
Tumores malignos 40,612 6.19
Enfermedades cerebrovasculares 17,595 2.68
Enfermedades obstructivas cronicas 9,964 1.52
Enfermedades del higado 9,958 1.51
Accidentes 8,856 1.35
Influenza y neumonia 8,430 1.28
Insuficiencia renal 5,961 0.90
Otros 78,886 12.03
Total (hombres y mujeres) 655,369 100%

INEGI 2015
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transmisibles, las cuales constituyen un reto cada vez mayor para la salud publica en

México (SSA 2015).

La causa principal de las enfermedades cronicas es un desequilibrio energético
entre calorias consumidas y gastadas, ya que hoy en dia hay un aumento en la
ingesta de alimentos hipercal6ricos que son ricos en grasa, sal y azucares, pero
pobres en vitaminas, minerales y otros micronutrientes. Por otro lado, un descenso
en la actividad fisica como resultado de la naturaleza cada vez mas sedentaria de
muchas formas de trabajo, de los nuevos modos de desplazamiento, y de una
creciente urbanizacion, ademas a menudo los cambios en los habitos de
alimentacion y actividad fisica son consecuencia de cambios ambientales y sociales
asociados al desarrollo y de la falta de politicas de apoyo en sectores como la salud;
agricultura; transporte; planeamiento urbano; medio ambiente; procesamiento,

distribucion y comercializacion de alimentos, y educacion (SSA 2015).

Las enfermedades crénicas del siglo XXI constituyen un fenémeno reciente en la
historia de la humanidad (Murray y col 2012; OMS 2011). Comenzaron a
reconocerse a partir de la Segunda Guerra Mundial, al mismo tiempo que se produjo
la transicién nutricional, primero en los paises industrializados y después en el resto
del mundo. La transicion nutricional engloba las tecnologias que permiten la sintesis
de moléculas “desconocidas de la naturaleza” (Bland 2007), un rapido aumento de la
exposicion a toxinas ambientales y una disminucion de la actividad fisica. Nuevos
patrones de comportamientos han dado lugar a que se cocine menos en las casas y

aumente el consumo de platos precocinados y las comidas fuera de casa. Todos
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estos cambios han venido acompafados por un mayor uso de alimentos procesados,
menos densos en nutrientes, una menor ingesta de frutas y verduras completas, y un
aumento del consumo de azucar. Estos componentes de la transicion nutricional no
parecen haber sido beneficiosos para los seres humanos, ya que sus efectos estan
incrementando con rapidez en todo el mundo, dando lugar al sobrepeso y obesidad,
ademas de dar lugar a enfermedades cronicas a edades mas precoces (Hruby y Hu
2014). La creciente incidencia de las enfermedades cronicas ha impulsado a la
poblacién civil y a los sistemas sanitarios gubernamentales a buscar nuevas

estrategias frente a este reto casi universal (Noland y col 2017).

Actualmente se relaciona el papel del estrés oxidativo en las enfermedades
cronico degenerativas, como los son las enfermedades cardiovasculares, diabetes

tipo | y Il y cancer, por lo tanto es objeto de investigaciones extensivas.

B. ESTRES OXIDATIVO

Se reconoce como un mecanismo fundamental en la toxicidad de muchos
xenobidticos y que también esta implicado en la patogénesis de numerosas
enfermedades, y el culpable de que el oxigeno, indiscutido como indispensable para
la vida, haya sido denominado elemento paradodjico a causa de sus efectos nocivos.
El estrés oxidativo se puede definir como una situacidn de desequilibrio entre la
poblacion de moléculas oxidantes frente a la presencia de antioxidantes, a favor de
los primeros; actua no solo en procesos de oxidacion-reducciéon, sino también en
sefales de regulacion y transduccion en la expresidon de genes a través de

mecanismos redox (Boelsterli 2007; Dasgupta y Klein 2014).
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1. Especies Reactivas

Las formas moleculares oxidadas y las que venimos denominando de oxigeno
activo integran las llamadas especies reactivas de oxigeno (ERO), de la misma
manera que hay especies reactivas de nitrogeno (ERN), de azufre (ERS), etc.,
expresiones que abarcan no solo a los radicales libres, sino también a otras
moléculas oxidantes o que pueden convertirse facilmente en radicales libres.

(Repetto-Jiménez y Repetto-Kuhn 2009).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) se producen habitualmente en todos los
organismos aerobios, en los que los agentes toxicos, incluidos los contaminantes
ambientales, perturban el equilibrio redox celular y conducen a una alteracion de las
funciones bioldgicas normales. Este desequilibrio contribuye al envejecimiento, a la
produccion de enfermedades (patogénesis), al cancer y a cambios en la expresion de

diferentes genes (Repetto-Jiménez y Repetto-Kuhn 2009)

En el metabolismo de alimentos, medicamentos, productos industriales y
contaminantes se producen numerosos compuestos fendlicos, algunos de los cuales
son extremadamente toxicos, mientras que otros parecen actuar como protectores
celulares, e incluso otros son importantes constituyentes intracelulares. Los
compuestos fendlicos juegan un papel critico en las reacciones redox intracelulares y
también reaccionan con los receptores de estrégenos (Repetto-Jiménez y Repetto-

Kuhn 2009)

En las reacciones redox, tanto enzimaticas como no-enzimaticas, se producen

radicales fenoxilo (CeéHsO’), de gran reactividad, y que adicionan compuestos
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electrofilos en las posiciones orto y para. De esta reactividad, que dificulta su
deteccion y determinacion, depende que el compuesto sea citotdxico, protector
antioxidante o catalizador selectivo; asi se dice que los radicales fenoxilo pueden
actuar como antioxidantes o como pro oxidantes (Repetto-Jiménez y Repetto-Kuhn

2009).

La formacion de radicales tirosilo por la mieloperoxidasa constituye una via de
peroxidaciéon de lipidos y de proteinas en los procesos que conducen a la
aterogénesis; el radical tirosilo también interactua con el 6xido nitrico (Repetto-

Jiménez y Repetto-Kuhn 2009)

La oxidacion de estrégenos y antiestrogenos da lugar a radicales quinoides que

participan en la cancerogénesis (Repetto-Jiménez y Repetto-Kuhn 2009)

Para contrarrestar los efectos oxidantes y restaurar la homeostasis redox, las
células pueden adaptar sus parametros criticos y establecer un nuevo estado
estacionario. El desequilibrio entre la produccion de especies reactivas y la defensa
antioxidante, a favor de los primeros, ha sido definido como estrés oxidativo, y
supone una potencialidad de dano que puede ir desde un intento de adaptacion por
parte de la célula, una alteracién de su fisiologia (liberacién de iones Ca++,
activacion de proteasas, etc.), a lesiones o muerte celular (Repetto-Jiménez y

Repetto-Kuhn 2009).

Los cambios producidos por el dafio oxidativo y la restauracion de la homeostasis

dan lugar, a menudo, a la activacién o represion de genes que codifican factores
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reguladores de transcripcion, enzimas antioxidantes defensivas y proteinas

estructurales. Actualmente interesa grandemente conocer los mecanismos seguidos

por las ERO para modular las cascadas de sefales de transduccion y la expresion de

genes (Repetto-Jiménez y Repetto-Kuhn 2009)

El proceso fisiopatolégico se puede desarrollar por los siguientes mecanismos:

1.

C.

El radical libre del producto primitivo puede alquilar diferentes componentes
tisulares (membranas celulares, reticulo endoplasmico, enzimas, etc.),
produciendo necrosis o déficit metabdlico o de defensa, o trastornos en la
reproduccion celular (cancer) por alteracion de los acidos nucleicos.

Las formas de “oxigeno activado” actuan preferentemente oxidando
fuertemente los lipidos celulares (especialmente los lipidos insaturados) y
también los compuestos con grupos SH (glutatidn, etc.), iniciando lo que se
conoce como estrés oxidativo, que da lugar a procesos inflamatorios y

citotoxicos.

INFLAMACION

La inflamacion es la respuesta biologica compleja del tejido vascular ante

estimulos nocivos como patdégenos, células dafadas o irritantes, y consta de una

respuesta vascular y otra celular. La inflamacién es el intento protector de eliminar

los estimulos nocivos e iniciar el proceso de curacion y restablecer la estructura y el

funcionamiento normal. La inflamacion puede ser local o sistémica. También puede

ser aguda o cronica (Undurti 2011).
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1. Inflamacién aguda

La respuesta del sistema inmunitario frente al estrés fisioldgico y metabdlico es
producir moléculas pro inflamatorias como adipocinas y citosinas, moléculas de
sefializacion celular que facilitan la comunicacion intercelular y estimulan el
movimiento de las células hacia areas de inflamacién en situaciones de infeccion o
herida. Estas respuestas del sistema inmunitario y la inflamacion resultante estan

intimamente relacionadas (Abbas y col 2012).

En condiciones Optimas, la funcion del sistema inmunitario es mantener el
organismo sano, poniendo en marcha la respuesta inflamatoria adecuada frente a
influencias ambientales, como una infeccidn pasajera o una herida leve, y volviendo
después al organismo al estado de alerta defensiva. Esta funcidn exige que el
organismo sea capaz de reconocer lo propio y lo extrafo. Cuando la respuesta
inmunitaria tiene éxito, el tejido vuelve a un estado de bienestar o estabilidad
metabdlica descrito como homeostasis. El compromiso de muchas areas del sistema
de defensa del organismo como la barrera digestiva, la acidez gastrica, la piel hace
que el reconocimiento de lo propio y lo extrafio disminuya hasta que el organismo se
haya reparado. Cuanto mas tiempo dure la agresion fisiolégica, mayor deterioro de la
capacidad de distinguir entre propio y extrafio (Wu y col 2014). Si no se resuelve la
causa subyacente, la respuesta inmunitaria puede quedarse “atascada” en un estado
de inflamacion prolongada. Cuando se mantiene en este estado durante un tiempo,

el sistema inmunitario pierde su capacidad de reconocer lo propio y lo extrafio, que
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es una capacidad fundamental para la supervivencia y constituye el nucleo central de

la inmunologia (Abbas y col 2012).

2. Inflamacién crénica

Es la inflamacion mantenida o no resuelta, da lugar a una transformacion
progresiva del tipo de células presentes en el lugar de la inflamacion que se
caracteriza por la destruccion, y la reparacion progresiva del tejido afectado por el
proceso inflamatorio. Diversos estudios indican que la inflamacién prolongada tiene
un papel importante en la patogenia de las enfermedades cronicas, en el cual la
respuesta inmunitaria incrementa la proporcion de citosinas pro inflamatorias

respecto a las anti inflamatorias (Bauer y col 2014).

Una de las caracteristicas mas importantes de todas las enfermedades cronicas
es el inicio y el mantenimiento de una inflamacion prolongada a lo largo de toda la
vida o parte de ella, dando lugar a una enfermedad cronica (Bauer y col 20014). En
la cronologia de la progresion de las enfermedades crénicas, la inflamacidén primero
es subclinica, o que a menudo se conoce como “inflamacion asintomatica”. Esta
inflamacion gradual sigue por debajo del umbral para el diagndstico clinico. Se
produce en el organismo dafio celular y tisular durante afios antes de ser percibido

(Bauer y col 2014)

La inflamacion de las enfermedades cronicas se describe como la elevacion de
dos a tres mediadores inflamatorios circulantes, generalmente asociada a la
subdivision innata del sistema inmunitario. Se trata de un estado que se desarrolla

con lentitud (sepsis por ejemplo) y su origen suele ser dificil de identificar (artritis por
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ejemplo). Esto hace dificil desarrollar estrategias terapéuticas adecuadas que
aborden al mismo tiempo la causa y el sintoma (inflamacion) de forma coordinada

(Calcada y col 2014).

Estos procesos inflamatorios comparten otros mecanismos fisiologicos, como
cambios de las reservas tisulares de nutrientes, del plasma y de la composicion de
acidos grasos poliinsaturados y antioxidantes en la membrana de los glébulos rojos.
Este sindrome multifactorial (a menudo denominado sindrome metabdlico) esta
relacionado con la obesidad y, lo que es mas importante, con la resistencia a la
insulina y la adiposidad central, puesta de manifiesto por la presencia de tejidos
adiposo visceral. Sin embargo, la expresion de la inflamacion prolongada es
individual, y no todos los individuos presentan necesariamente todas las

caracteristicas antes descritas (Kathleen-Mahan y Ryamond 2017).

D. SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE HUMANO

La produccion de radicales libres (RL) es esencial para el metabolismo normal de
la célula, pero puede ser perjudicial si no se controla por mecanismos de defensa, los
organismos evolutivamente desarrollan sistemas de defensa antioxidante, para poder

neutralizar a las especies reactivas de cualquier elemento (Halliwell 2000).

Un antioxidante es cualquier sustancia que retarda o previene la oxidacién de un
sustrato oxidable, que puede ser; lipido, proteina, ADN, o cualquier otro tipo de

molécula (Halliwell 1997).
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El sistema de defensa antioxidante se encuentra formado por elementos tanto
enzimaticos como no enzimaticos, que actuan conjuntamente para asi proteger a la
célula (Fig. 1). El componente de tipo enzimatico se considera como la primera linea
de defensa primaria, y se encarga de evitar el acuimulo de EROS como; el anién
superoxido y el peroxido de hidrogeno, catalizando la transferencia de electrones de

un sustrato hacia los RL (Ferrari 1999; Yu 1994).

1. Antioxidantes enzimaticos
Varios sistemas de defensa antioxidante enzimaticos limitan el potencial toxico de

los intermediarios formados durante la reduccién de O2* a H2O (Arias y col 1999).

En cuanto a la defensa enzimatica celular, esta se divide en enzimatica primaria y
secundaria. Con respecto a la defensa primaria, se compone de tres enzimas
importantes que impiden la formacion o neutralizan los RL: la glutatién peroxidasa,
que dona dos electrones para reducir los perdxidos, la catalasa, que convierte el
peréxido de hidrogeno a oxigeno molecular y agua, y finalmente, la superéxido
dismutasa que convierte aniones superoxido en peroxido de hidrégeno como sustrato

para la enzima catalasa (Babbar y col 2015).

En particular, la enzima SOD cataliza la dismutaciéon de O2 a H20.,
manteniendo los niveles intracelulares de O2* a 10"" M durante el metabolismo
normal. La reduccion divalente de O2 produce H20: y la célula se protege de su
toxicidad potencial mediante la accion de catalasas y peroxidasas. Sin embargo, el
mas toxico de todos los radicales es OH" cuya formacion esta limitada por la

compartimentalizacidn del hierro catalitico. Este sistema protector se fundamente en
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Fig. 1. Clasificacion de los antioxidantes. Antioxidantes naturales separados en
clases. Palabras en color verde representan los antioxidantes enddégenos, mientras

que las cafés representan los antioxidantes exégenos.

Carocho y Ferrerira (2013)
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las proteinas que se unen al hierro: Apoferritina: intracelular, Transferrina y

Lactoferrina: extracelulares y Hemoglobina: intravascular.

Estas proteinas protegen contra la toxicidad del hierro y ademas permiten el
aporte de oxigeno a los tejidos y controlan la liberacion de hierro por multiples
procesos enzimaticos criticos (Arias y col 1999). El hierro ha sido un compaiero
primordial del oxigeno en la evolucion. Entre las funciones mas importantes del hierro
destacan el transporte de Og, la transferencia de electrones, la sintesis de ADN y la

oxidacion por Oz y H202 (Arias y col 1999)

La defensa enzimatica secundaria incluye a la glutation reductasa y glucosa-6
fosfato deshidrogenasa. La glutation reductasa reduce al glutation (antioxidante) de
su forma oxidada a su forma reducida. La glucosa-6-fosfato regenera NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotido fosfato, coenzima utilizada en reacciones
anabolicas) (Gamble y Burke 1984; Ratnam y col 2006). Por lo general, las enzimas
antioxidantes proporcionan la defensa antioxidante mas fuerte, a pesar de que
todos los antioxidantes son importantes para la neutralizacion apropiada del estrés

oxidativo (Fig. 2) (Miao y Clair 2009).

2. Antioxidantes no enzimaticos

Los antioxidantes de tipo no enzimaticos son un conjunto de moléculas tanto
hidrofobas como hidrofilicas que tienen como funcion capturar radicales libres y
generar moléculas menos nocivas para la célula, mediante la adicion de un electrén
al radical libre con el objetivo de estabilizarlo. (Bandyopadhyay y col 1999; Larkins

1999). El sistema de defensa antioxidante no enzimatico se refiere a los alimentos
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Fig. 2. Efectividad de diversos antioxidantes en el cuerpo humano en la

neutralizacion de los radicales libres.

Dasgupta y Klein (2014)

22



ingeridos por la dieta, dentro de este grupo se incluyen vitaminas, carotenoides,
flavonoides, acidos fendlicos, etc. (Corrales y Munoz-Ariza 2012; Laguerre y col
2015). La vitamina C se encuentra a nivel intra y extracelular en forma de ascorbato,
actua directamente sobre los radicales superoxido, hidroxilo y algunos hidroperoxidos
lipidicos, ademas de actuar sobre el tocoferoxilo, transformandolo a vitamina E. Sin
embargo, el ascorbato puede llegar a ser un potente prooxidante cuando se
encuentran presentes excesivas concentraciones de iones hierro y cobre (Corrales y

Mufoz-Ariza 2012).

Los carotenoides son solubles en lipidos, la forma mas comun es 3 caroteno.
Estos antioxidantes pueden neutralizar los radicales peroxil, asi como oxigeno
singlete (Milan-Carrillo y col 2017). Ademas, [(-caroteno es un precursor de la

vitamina A, la cual también tiene actividad antioxidante (Milan-Carrillo y col 2017).

Flavonoides polifendlicos. Dentro de los flavonoides polifendlicos se
encuentran un amplio grupo de compuestos fendlicos (catecinas, cianidinas,
quercetinas) que actuan como quelantes de metales y que ademas, capturan de
forma in vitro ERO y ERN. Pueden ser de tipo lipo e hidrosolubles y se ubican tanto

intra como extracelularmente (Larkins 1999.).

Los flavonoides o bioflavonoides son fitonutrientes asociados a los diversos
colores presentes en las frutas y verduras. Estos fitonutrientes ejercen acciones
antioxidantes y antiinflamatorias actuando como mensajeros beneficiosos para el
sistema inmunitario (Jeena y col 2013), confieren proteccion frente a la actividad de

los radicales libres y las especies reactivas de oxigeno (ERO) que causan
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inflamacion, y modulan los efectos epigenéticos al mejorar los niveles de acidos
grasos y prostaglandinas del individuo. Cuando el nivel de antioxidantes y
flavonoides es insuficiente para proteger a células y téjidos, se produce un deterioro
acelerado que favorece la degeneracion y altera la salud del individuo. La quercetina
es un flavonoide con accion antiinflamatoria en los mastocitos. Los alimentos ricos en
quercetina son utiles para combatir reacciones alérgicas o de hipersensibilidad (Kim
y col 2014). Varios sistemas de antioxidantes participan en la proteccion frente a las
ERO, especialmente dentro del sistema de transporte de electrones de las
mitocondrias. Los acidos fendlicos actuan como quelantes y captadores de RL con
especial incidencia en los radicales hidroxilo, peroxilo, aniones superoxido y

peroxinitritos (Krimmel y col 2010; Terpinc y col 2011).

Frutas y vegetales, son fuentes ricas de compuestos fendlicos, el consumo de
dichos compuestos se asocian con un incremento en la proteccion antioxidante en el
cuerpo, combatiendo enfermedades cardiovasculares, diabetes y algunos tipos de

cancer, segun lo demostrado por estudios epidemioldgicos (Liu 2007).

Investigaciones, han mostrado que el contenido de fendlicos y actividad
antioxidante en cereales fue subestimado en la literatura, debido a que compuestos
fendlicos presentes en granos de cereales no eran cuantificados, por lo que la
concentracion de estos compuestos en cereales resultan ser mas altos de lo

reportado previamente (Adom y Liu 2002).

En este sentido, trigo, arroz y maiz, son considerados los cereales mas

importantes en la dieta humana. De los cuales, el maiz contiene una mayor
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concentracion de compuestos fendlicos, seguido por trigo y arroz (Adom y Liu 2002).
Asi, los cereales contienen fitoquimicos unicos, que al ser consumidos junto con
fitoquimicos provenientes de frutas y vegetales, son complementados debido a

efectos sinergisticos (Liu 2007).

E. MAiz

1. Origen y diversidad
El maiz en México forma parte de nuestra alimentacion diaria, es el cultivo de
mayor presencia en el pais, constituye un insumo para la ganaderia y para la
obtencion de numerosos productos industriales, por lo que, desde el punto de vista
alimentario, economico, politico y social, es el cultivo agricola mas importante

(Hernandez 1970; SIAP 2008).

El maiz pertenece a la especie Zea de la familia de las gramineas, y es una

planta anual dotada de un amplio sistema radicular fibroso (FAO 1993).

En ningun otro pais de América ha llegado el maiz a convertirse en un
elemento tan preponderante en la vida social y econdmica del pueblo como México.
Que el maiz se haya originado en México, es un problema aun debatido, pero si es
cierto que el maiz es una planta cultivada de gran antiguedad en este pais. Quiza en
ningun pais sea tan grande la gama de variacion total del maiz como en México.
Pero considerando el pais en conjunto, podemos decir con cierta seguridad, que
México supera a cualquier otro en la riqueza de biodiversidad de sus razas y

variedades de maiz (Wellhausen y col 1951).
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Se han postulado tres teorias acerca del desarrollo del maiz en mazorca que
conocemos hoy en dia. La primera es que el maiz moderno resulté de la cruza del
Teocintle y Tripsacum. La segunda es que el maiz moderno proviene del maiz
Tunicado y que el Teocintle es el resultado de la cruza del género Zea y Tripsacum.
La tercera y reconocida como la mas valida es que el maiz evolucioné simple y

sencillamente del Teocintle (Galinat 1988).

El maiz es el cereal de los pueblos y culturas del continente Americano. Las
mas antiguas civilizaciones de América, desde los olmecas y teotihuacanos en
Mesoamérica, hasta los incas y quechuas en la region andina de Sudamérica,
estuvieron acompafiadas en su desarrollo por esta planta (Serratos-Hernandez

2012).

Se pueden reconocer cuando menos cuatro factores involucrados en la
tremenda diversidad de los maices de México: (1) razas primitivas, que en paises
como el Peru se encuentran principalmente como reliquias arqueoldgicas, existen en
México como variedades actualmente vivas; (2) durante ciertas épocas de la historia
del cultivo del maiz en México, se ha registrado la influencia de variedades exadticas
de paises del sur; (3) el teocintle se ha cruzado en forma natural con el maiz en
México y en regiones adyacentes de Guatemala, y ha introducido nuevas
caracteristicas y nuevas variaciones a los maices de ambos paises; y (4) la geografia
de México favorece la rapida diferenciacion, pues posee varias clases de factores

aislantes (Wellhausen y col 1951).
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México posee la mayor diversidad genética de maiz, la cual se manifiesta en
la variacion de caracteres morfolégicos, vegetativos, de espiga, mazorca, grano y
composiciéon quimica del grano y polen (Vazquez-Carrillo y col 2003). Desde la
época de los aztecas se reconocen muchos tipos de maiz con diferentes
aplicaciones. Estos genotipos varian en tamafio de grano, textura, pigmentacion o
color, y aplicacion culinaria (Preciado y Montes 2011). Esta diversidad, esta definida
por el factor genético, y depende de las practicas de cultivo, condiciones climaticas y

tipo de suelo (Agama- Acevedo y col 2011; Figueroa-Cardenas y col 2013).

2. Razas criollas de maiz

El término “maiz criollo o raza” se utiliza para denotar variedades de maiz (Zea
mays L.) nativas a una comunidad, region o estado, tales variedades estan
conformadas por poblaciones heterogéneas de plantas, las cuales son diferenciadas
por los agricultores de acuerdo a su color, textura, forma del grano, forma de la
mazorca, ciclo de cultivo y uso (Gaytan-Martinez y col 2013). Estos materiales
genéticos han sido desarrollados por los agricultores, producto de milenarias
practicas agricolas vinculadas al conocimiento tradicional de los pueblos indigenas
de México, principales herederos, custodios y mejoradores del germoplasma nativo

(Fernandez-Suarez y col 2013).

El concepto y la categoria de raza es de gran utilidad como sistema de
referencia rapido para comprender la variacion de maiz, y para su uso en el

mejoramiento (Perales y Golicher 2011). Cada raza puede comprender numerosas
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variantes diferenciadas en formas de mazorca, color y textura de grano,

adaptaciones y diversidad genética.

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

Apachito en la Sierra Tarahumara) (Wellhausen y col 1951).

En América Latina, se han descrito cerca de 220 razas de maiz (Goodman y
McK Bird 1977), de las cuales 64 se han identificado y descrito en su mayoria para
México, de estas, 59 se pueden considerar nativas del pais (Cuadro 2) (Wellhausen

y col 1951; Hernandez y Alanis 1970; Sanchez 1989; Sanchez y col 2000).

Los maices de México presentan interés especial debido a la funcién que han
desempefiado en el desarrollo de las variedades modernas y altamente productivas
de América, especialmente en la zona maicera de EUA. Por consiguiente, la
clasificacion de los maices de México es de interés no solo para el mejoramiento del
cultivo, sino también para los genetistas, y actualmente para la ingenieria

genética y la industria agro biotecnologica (Pineda-Hidalgo y col 2013).

En el estado de Sinaloa México, pequefios agricultores siembran maices

criollos pigmentados, los cuales presentan una gran diversidad en sus caracteristicas
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Cuadro 2. Clasificacion de las razas mexicanas de maiz.

Grupo Racial

Nombre de la Raza

Razas Indigenas Antiguas

Palomero Toluquefio; Arrocillo Amarillo; Chapalote; Nal-Tel.

Exoticas Precolombinas

Cacahuacintle; Harinoso de Ocho: Sub-Raza Elotes

Occidentales; Oloton; Maiz Dulce.

Razas Mestizas-Prehistoéricas

Coénico; Reventador; Tabloncillo; Tehua; Tepecintle; Comiteco;
Jala; Zapalote Chico; Zapalote Grande; Pepitilla; Olotillo:

Subraza: Dzit-Bacal; Tuxpefio; Vandefio.

Modernas Incipientes

Chalqueno; Celaya; Conico Nortefio; Bolita.

Razas No bien Definidas

Conejo; Mushito; Complejo Serrano de Jalisco; Zamorano
Amarillo; Maiz Blando de Sonora; Onavefio; Dulcillo del

Noroeste.

Razas no clasificadas en
alguno de los  grupos

propuestos

Azul; Apachito; Tablilla de Ocho; Gordo; Tuxpefio Nortefio;
Bofo; Onavefio; Coscomatepec; San Juan; Carmen; Codnico
Mushito; Tablén-Conico Nortefio; Conejo Vandefo; Blandito;
Blandito Gordo; Cristalino de Chihuahua; Cristalino de
Chihuahua-Tablén; Azul-Bofo; Chalquefio-Elotes Coénicos;
Cénico-Nortefio-Bofo; Ancho-Olotillo; Oloton-Bolita; Conico-
Bolita; Cénico-Cacahuacintle; Tunicado; Maizén; Xmehenal;
Tablon-Perla; Lady Finger; Clavillo; Fasciado; Ratén; Palomero
de Chihuahua; Chatino Maizén; Mixefio; Choapaneco; Mixteco;

Serrano Mixe. Motozinteco; Elotero de Sinaloa.

Figueroa-Cardenas y col (2013).
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morfologicas, sin embargo, no han sido estudiados lo suficiente. Ademas, los
cambios y usos de las tierras para la siembra de hibridos, podria afectar la gran

biodiversidad genética que presentan estos maices (Pineda-Hidalgo y col 2013).

1. Diversidad genética en Sinaloa
En el estado de Sinaloa, se cultivan en su mayoria maices hibridos blancos y
en algunas areas maiz amarillo para la produccién de etanol y generacion de
subproductos como pasta con alto contenido proteico para el sector pecuario. Esta
politica ha dejado de lado la enorme diversidad de maices criollos que posee nuestro
estado y que se cultivan de forma tradicional por campesinos en las zonas altas o de

temporal, contribuyendo con ello a la pérdida de diversidad genética.

El entorno de condiciones climaticas desfavorables presentes en Sinaloa, en
cuanto a lluvia, disminucion de superficies sembradas con maiz de temporal,
sustitucidn por cultivos forrajeros menos exigentes de humedad, asi como un entorno
social de productores de edad avanzada, y la salida de poblacién joven de las zonas
rurales, resulta desfavorable para salvaguardar la diversidad del maiz heredada. Sin
embargo, una seleccion adecuada de hibridos, el manejo eficiente de la fertilizacion y
el uso de paquetes tecnologicos, aunado a la experiencia alcanzada por los
productores en el manejo del cultivo, han sido determinantes para elevar los niveles

productivos que se han venido mejorando afio con afio (Miguel y col 2004).

De acuerdo a la base de datos de maices de México conjuntada por CONABIO,
un analisis de la distribucioén de las distintas razas propone regiones que son centros

de diversidad y distribucion para el maiz en México, mencionando a Sinaloa como
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centro de distribucién de 13 razas. Entre estas, las razas Chapalote, Dulcillo de
Noroeste, Tabloncillo, Tabloncillo Perla, Reventador, Onavefio, y Elotero de Sinaloa

pertenecen al estado (Perales y Golicher 2011; Pineda-Hidalgo y col 2013).

2. Maiz azul raza Elotero de Sinaloa

Se considera asociada con la raza Chapalote, a la cual se asemeja en
caracteristicas de mazorca y planta con diferencias en el color y textura de grano, de
la cual probablemente se derivd con cierta influencia de Blando de Sonora o
Harinoso de Ocho; y también esta asociada con Onavefio (Sanchez 1989). Se
caracteriza por sus mazorcas alargadas, semielipticas, de grano de color azul y

textura harinosa a semicristalina (Fig. 3) (Sanchez 1989; CONABIO 2010).

El maiz azul proviene de la raza cultivada en el occidente de México, desde
Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima y se extiende hasta Michoacan y Guerrero (Sanchez

1989; Ron y col, 2006; Carrera 'y col 2008; Gomez y col 2010; CONABIO 2011).

Se localiza con mayor frecuencia en la parte sur de Sinaloa, como Concordia y El
Rosario, y en la parte sur-centro, en los municipios de San Ignacio y Césala. Cubre
una gama amplia de altitud, ya que se localiza desde casi el nivel del mar hasta
altitudes mayores a 1,500 metros sobre el nivel del mar. Se utiliza principalmente
para la elaboracion de tortillas de color azul, que destacan por su sabor y olor
(CONABIO 2008). El maiz estd compuesto de cuatro partes principales: germen
(12%), endospermo (82%), pericarpio (5.2 %) y pedicelo (0.8%) (Eckhoff y col 2003).

El endospermo es rico en almiddn y proteinas, mientras que el germen lo es en
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Fig. 3. Mazorcas de la Raza Elotero de Sinaloa.

Vidal-Martinez (2010).
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lipidos, minerales y proteinas. En el caso del pericarpio la mayor parte del mismo es

fibra (FAO 1993).

El maiz azul presenta alto contenido de antocianinas, las cuales son las
responsables de la pigmentacién caracteristica de este grano, y que se encuentran
en la capa de aleurona, la cual estd compuesta por una capa simple de células de
pared celular fina que se encuentra rodeando al endospermo y al germen (Fig. 4)
(Betran y col 2001). En cuanto a la composicion quimica del grano, ésta varia de
acuerdo a las condiciones climatologicas, variedad (genotipo) y condiciones de
crecimiento; a su vez, dentro de las distintas zonas del mismo grano, su composicion
varia de un lugar a otro. Los granos enteros son fuente de fibra, vitaminas, minerales
y fitoquimicos, incluyendo compuestos fendlicos, flavonoides, carotenoides, vitamina
E, ligninas, B-glucanos, inulina, almidon resistente, esteroles y fitatos (Liu 2007;
Urias-Peraldi 2013). Las propiedades nutracéuticas del maiz azul representan
actualmente una fuerte linea de investigacion, la cual esta en pleno desarrollo. Este
interés se debe a la gran cantidad de compuestos fitoquimicos que contiene, ya que

cuentan con relevantes propiedades antioxidantes.

F. Compuestos bioactivos asociados al maiz azul

El maiz es una fuente importante de compuestos bioactivos o fitoquimicos, como
carotenoides (Kopsell y col 2009; Milan-Carrillo y col 2017), fendlicos (Lépez-
Martinez y col 2009) y fitoesteroles (Jr Ostlund y col 2002), los cuales son

sintetizados en la planta por el metabolismo secundario. Estos compuestos no se
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Fig. 4. Estructura del grano de maiz azul.
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consideran como nutrientes, sin embargo, poseen actividad biologica, se acumulan
en los tejidos dérmicos del cuerpo de la planta debido a su funcion protectora contra
los rayos UV, y como productos quimicos de defensa contra patégenos (Sarkar y
Shetty 2014; Babbar y col 2015). Cuando son ingeridos, proveen beneficios a la
salud ayudando en la prevencion y tratamiento de enfermedades crénico
degenerativas (Lopez-Martinez y col 2009; Serna-Saldivar y col 2011; Reynoso-
Camacho y col 2015) (Cuadro 3). Conviene destacar que la biodiversidad genética
presente entre y dentro de las razas de maices criollos, presentan una funcion
fundamental que incluye la presencia de compuestos nutracéuticos (Serna-Saldivar y

col 2013).

Los compuestos bioactivos, se clasifican de acuerdo a sus propiedades
quimicas y a su actividad biolégica, el comun denominador de la mayoria de los
fitoquimicos o compuestos bioactivos es su propiedad antioxidante. Estos
compuestos contrarrestan a los radicales libres responsables de causar la oxidacion
de membranas y dafo al ADN, desencadenando enfermedades como cancer,
problemas cardiovasculares, fibrosis y envejecimiento (Serna-Saldivar y col 2011).

Los fitoquimicos se definen como compuestos bioactivos de origen vegetal,
que cuando se ingieren proveen ciertos beneficios funcionales mas alla de la
nutricion basica. Estos beneficios podrian incluir la prevencion y/o disminucion de la
iniciaciéon y/o progresiéon de enfermedades cronicas en humanos (Okarter y Liu

2010). Fuente de alimentos comunes son frutas, vegetales y granos integrales.
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Cuadro 3. Principales categorias de nutracéuticos asociados con maices criollos.

Compuesto | Nutracéutico Parte Anatomica Efecto Preventivo o Terapéutico
Familia Clase
Fendlicos Simples como | Principalmente Previenen el estrés oxidativo, cancer,

el ferulico

asociados al

pericarpio

alto colesterol, arterioesclerosis vy

envejecimiento

Antocianinas

Antocianinas,

Principalmente

Previenen el estrés oxidativo, cancer,

Flavonoides flavonoles, asociados a la| alto colesterol, arterioesclerosis vy
flavan-3-ols aleurona envejecimiento
Carotenoides | Carotenos Principalmente Los B-carotenos son convertidos en
asociados al | vitamina A o retinol. Previenen el
endospermo de | cancer, las enfermedades
maices amarillos. cardiovasculares 'y refuerzan al
sistema inmunoldgico.
Previenen a la degradacion macular y
Xantofilas: Principalmente formacion de cataratas (opacidad del
Luteina, asociados al | cristalino ocular). Retarda aparicion de
Zeaxantina y | endospermo de | sintomas relacionados con la retinitis

Criptoxantina

maices amarillos

pigmentosa. Previenen a las

enfermedades cardiovasculares.

Fitoesteroles

Sitosterol,
Estigmasterol

y Campesterol

Principalmente
asociados al
germen, pericarpio y
capa de aleurona.

Compiten con los sitios de absorcion
del colesterol y por consiguiente son
considerados como
hipocolesterolemicos y previsores de

enfermedades cardiovasculares.

Fibra

Soluble como

arabinoxilanos

Principalmente
asociada al

pericarpio.

Mejora funcion gastrointestinal,

incrementa la viscosidad del bolo

alimenticio y reduce el indice

glicémico. Por lo tanto, reduce el
riesgo de diabetes e
hipercolesterolemia. La mayoria de las
fibras solubles son prebidticas debido
a que se fermentan rapidamente en el
tracto

gastrointestinal posterior
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Insoluble

Principalmente

generando acidos grasos volatiles que
a su vez inhiben a la enzima hepatica
HMG Co-A reductasa.

Mejora funcion gastrointestinal,
incrementa el ligado de &cidos biliares
y el volumen y peso de las heces

reduciendo la constipacion,

como celulosa | asociadas al | hemorroides, diverticulosis y cancer.
y lignina endospermo de
maices amarillos
Acidos fitico | Inositol Principalmente Considerado como antioxidante y con
Inositol asociado al | propiedades anticancergigenas de
pericarpio y aleurona | mama, colon, higado, leucemia,
prostata y sarcomas.

Acidos Acidos Principalmente Ayudan a reducir ftriglicéridos 'y

grasos Linoleico (18:2 | asociada al germen. | colesterol sanguineo. Estos acidos

poliinsaturado | w6) y grasos son convertidos en

S Linolénico prostaglandinas y otros acidos grasos
(18:3 w3) como el EPA y DHA.

Fosfolipidos Fosfatidil Principalmente La fosfatidii colina o leciting,
colina, asociados al | etanolamina, inositol y serina son
etanolamina, germen. esenciales para el apropiado
inositol, serina funcionamiento de las membranas

celulares y de las neuronas
cerebrales. Por consiguiente,
previenen el envejecimiento celular y
el alto colesterol. La colina es esencial
para producir acetil colina considerada
como el principal neurotransmisor.

Vitaminas Tocoferoles Principalmente Los tocoferoles son antioxidantes. El

asociados al

germen.

a-tocoferol o vitamina E es
considerado como la segunda linea de
defensa contra el estrés oxidativo
previniendo enfermedades

cardiovasculares, alto colesterol y todo
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Acido fdlico

Principalmente

asociados a la capa

de aleurona.

tipo de cancer. Ademas ayudan a
mejorar la capacidad mental y funcion
cerebral.

Previene abortos y los defectos de
tubo neural y malformaciones en
bebés. Ayuda a disminuir los niveles
de homocisteina y prevenir

enfermedades cardiovascular

Policosanoles | Octacosanol,

Principalmente

Reducen lipidos séricos, colesterol y la

o ceras Tricontanol, asociados al germen | agregacion de plaquetas
Hexacosanol y | y pericarpio. (Arruzazabala y col 1996).
Dotacontrianol

Serna-Saldivar (2010).
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En el grano de maiz se han identificado diversos compuestos fitoquimicos

distribuidos en sus diferentes partes anatémicas del grano (Cuadro 4).

1. Polifenoles

Los polifenoles son una amplia variedad de metabolitos secundarios sintetizados
por plantas vasculares y abarcan mas de 8000 compuestos fendlicos relacionados
con una variedad de funciones fisioldgica, tales como: absorcién de nutrientes,
fotosintesis, actividad sensorial, entre otros (Han y col 2007b; Wu-Yang y Zhong
2010). Ademas, poseen distintos tipos de actividad biolégica, tales como
antioxidante, laxante, antihipertensiva, antimicrobiana, previenen e inhiben el
crecimiento de células cancerigenas, obesidad, arterioesclerosis, embolias,
inflamaciones, ataques cardiacos, entre otras (Adom y Liu 2002; Matsumoto y col
2004; Ghanbari 2012). Los compuestos fenodlicos poseen uno o mas anillos
aromaticos con uno o mas grupos hidroxil. La naturaleza de estos compuestos varia
desde moléculas simples, como los acidos fendlicos, hasta compuestos altamente
polimerizados, como los taninos. Estos compuestos son en su mayoria potentes
antioxidantes debido a su estructura quimica, ya que son excelentes donadores de

electrones (Martinez-Valverde 2000).

Los efectos cardiovasculares positivos atribuidos a los polifenoles son también
consecuencia de sus propiedades antioxidantes que pueden usualmente justificar
sus acciones vasodilatadoras y vasoprotectoras, asi como sus acciones
antitromboticas,  antidislipémicas,  antiateroscleréticas,  antiinflamatorias y

antiapoptoticas. Los polifenoles contenidos en maiz pueden mejorar el perfil lipidico
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Cuadro 4. Compuestos fitoquimicos en genotipos de maiz blanco y azul.

Compuestos Bioactivo | Maiz Blanco Maiz Azul Referencia
(mg 100g™)
Fendlicos
Fenoles libres 30-40 27-45.5 Aguayo-Rojas y col 2012; Mora-
Rochin y col 2010;
De la Parra y col 2007;
Del Pozo-Insfran y col 2006.
Fenoles ligados 110-226 115-221
Fenoles totales 170-450 40-343
Acidos fenodlicos
Acido ferdlico 120-474 130-336 Mora-Rochin y col 2010;
De la Parra y col 2007;
Del Pozo-Insfran y col 2006.
Acido p-cumarico 0.66 0.13
Acido galico 0.39 Nd
Antocianinas totales 0.27-1.60 27-63 Lépez-Martinez y col 2012; Mora-
Rochin y col 2010; De la Parra y
col 2007; Del Pozo-Insfran y col
2006
Cianidina-3-glucosido; | -—-——-- 0.23-11.20 | Mora-Rochin y col 2016; Jing y col
pelargonidina-3-glucoésido, 2008; Abdel-Aal y col 2006
peonidina-3-glucésido
Cianidina-3-(6"- | - 2.3-5.92 | Mora-Rochiny col 2016
malonil-glucosido);
cianidina-3-(6"-
succinil-glucésido);
pelargonidina-3-(6”-
malonil-glucosido)

Gaxiola-Cuevas (2017).
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en sangre y proteger frente al dafio oxidativo (Expdsito-Gazquez y Lopez- Fernandez
2016).

Los efectos antioxidantes de los polifenoles de la dieta previenen la oxidacion
de las vitaminas y otros nutrientes (lipidos, proteinas, colesterol, etc.), preservando

asi una mayor calidad de la ingesta de nutrientes (Selma 2009).

En cereales, los fenoles se encuentran en forma libre, soluble conjugada y en
su forma ligada (a materiales de la pared celular) en complejas estructuras como
celulosa, lignina, y esterificada a proteinas (Adom y Liu 2002). A pesar de esto, estas
formas ligadas pueden ser liberadas y absorbidas al ser consumidas en los
alimentos. Existen diferentes vias de absorcion descritas para compuestos fendlicos
ligados en el tracto gastrointestinal, donde los microorganismos, enzimas e incluso
los transportadores de glucosa estan involucrados (Acosta-Estrada y col 2014). Estos
sobreviven al estbmago y a la digestion intestinal, y llegan al colon ya que los
materiales fibrosos de la pared celular son dificiles de digerir (Adom y Liu 2002). Este
fendbmeno puede explicar en parte el mecanismo de consumo de granos en la
prevencion de cancer de colon y otros canceres digestivos, apoyado por estudios
epidemioldgicos. En el caso del maiz, Liu (2007) reporta que el 85% de los
compuestos fenodlicos se encuentran en forma ligada. En un estudio realizado por
Aguayo-Rojas y col (2012) con maices criollos mexicanos, observaron que el maiz

azul presentd alto contenido de fenoles totales comparado con otros genotipos.

Los compuestos fendlicos se subdividen en 3 principales categorias: simples,
flavonoides/antocianinas y taninos condensados. Todos los maices contienen

fendlicos simples y ningunos taninos condensados, mientras que solamente los
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maices pigmentados como el azul o morado contienen cantidades significativas de

antocianinas (Serna-Saldivar y col 2011).

Podemos indicar que el consumo de maiz azul esta relacionado con la
disminucién de ciertas enfermedades hoy en dia, como lo son las enfermedades
cronico degenerativas, cardiovasculares, cancerigenas, entre otras. Esta accidn
beneficiosa esta relacionada con su composicion de nutrientes y compuestos

bioactivos (Reynoso-Camacho y col 2015).

2. Clasificacion de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son sintetizados en plantas por un par de rutas
biosintéticas, las vias predominantes son la ruta de aromaticos, iniciando con la
produccion de aminoacidos aromaticos a través de la via del acido shikimico (Sarkar
y Shetty 2014). Algunos aminoacidos aromaticos continuan la via de
fenilpropanoides, produciendo derivados del acido cinamico, los cuales podrian
unirse en la ruta de los flavonoides para dar lugar a una gran diversidad de
compuestos flavonoides (Pascual-Teresa y col 2010). Estructuralmente, los
compuestos fendlicos son derivados del benceno, con uno o mas grupos hidroxilo
sustituyentes, frecuentemente acompanados de sustituciones funcionales, tales
como: ésteres, ésteres metilicos, glicosidos y otros (Fig. 5) (Han y col 2007b; Wang y
col 2008). Los polifenoles varian desde compuestos simples a complejos, peso
molecular alto y bajo, de anillos aromaticos, sencillos y complejos, posicion de
glicésidos, taninos y derivados fendlicos grandes (Han y col 2007b: Fernandez-

Panchon y col 2008; Wu-Yang y Yi-Zhong 2010).
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Fig. 5. Esquema de la ruta biosintética de los polifenoles en las plantas

Wang y col (2008).
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Los compuestos fendlicos, sobre sus propiedades estructurales se pueden
clasificar en varios grupos (Fig. 6) (1) acidos fendlicos, (2) flavonoides, (3) estilbenos,

(4) ligninas y taninos (Han y col 2007b; Paredes-L6pez y col 2010).

Todos los maices contienen fendlicos simples, mientras que solamente los
maices pigmentados como el azul o morado contienen cantidades significativas de
antocianinas. El acido ferulico es el compuesto fendlico presente en mayor
concentracion en maiz, donde se le puede encontrar en forma libre, soluble
conjugada y ligada a compuestos de la pared celular (Liu 2007; Mora-Rochin y col

2013; Serna-Saldivar y col 2013).

a. Acidos fendlicos
Los acidos fendlicos estan universalmente distribuidos en las plantas, su
biodisponibilidad en la dieta es un factor importante en posibles beneficios a la salud
de humanos y animales. Compuestos fendlicos simples se han encontrado con
mucha frecuencia como resultado de la descarboxilacion de acidos fendlicos,
degradacion de ligninas o actividad microbiana (Sailendra y col 2006). Del total de
polifenoles que se encuentran en las plantas, el 30% son acidos fendlicos. Los
acidos fendlicos derivados del acido hidroxibenzoico son acido galico, vanilico,
protocatecuico y siringico. Los acidos fendlicos derivados de acido hidroxicinamico
incluyen p-cumarico, cafeico y ferulico (Nichenametla y col 2006), los cuales poseen
propiedades como la de inhibir la actividad de agentes mutagénicos, estimulan la

actividad de la enzima fenosulfotransferasa, enzima implicada en la destoxificacidon
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Pelargonidina Flavanoles
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Fig. 5. Clasificacion de polifenoles

Han y col 2007b; Paredes-L6épez y col 2010.
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de compuestos metabdlicos potencialmente toxicos. Ademas de estas propiedades,

los acidos fendlicos poseen actividad bactericida (Liu 2007).

Los hidroxicinamicos se encuentran mas frecuentemente como ésteres simples
con acidos carboxilicos o glucosa y los hidroxibenzoicos estan mayormente
presentes en forma de glucésidos, tienen la capacidad de eliminar los radicales libres
y metales pro-oxidantes (antioxidantes), ademas existe evidencia cientifica que estos
compuestos tienen otros mecanismos, como la modulacion de la actividad de
algunas enzimas especificas e inhibir la proliferacion descontrolada de células

malignas (Manach 2004) (Fig. 7).

El acido ferulico es el acido hidroxinamico mas abundante en la familia de las
Gramineas (Adom y Liu 2002; De la Parra y col 2007). Se encuentra principalmente
en la pared celular de la capa de aleurona ligado a los arabinoxilanos y otros
polisacaridos y proteinas (Bunzel y col 2001; Klepacka y Fornal 2006). Estudios
previos han determinado la presencia y contenido de acido p-cumarico y ferulico y
sus derivados, variedades de maiz azul comparado con genotipos amarillo y blanco.
Los acidos fendlicos reportados en maiz se presentan en forma libre y ligada (Mora-

Rochin y col 2012).

b. Flavonoides

Los flavonoides son encontrados frecuentemente en la naturaleza en su forma
glicosilada o esterificada, pero también se pueden encontrar como agliconas. Los
flavonoides son los polifenoles mas abundantes en la dieta humana, y son divididos

en antocianinas glicosiladas, derivadas de la antocianidina. Este tipo de compuestos
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Derivados del acido hidroxibenzoico

R1 R2 R3
Acido p-hidroxibenzoico H OH H
Acido galico OH OH OH
Acido siringico OCH3 OCH3 OCH3
0O
N
OH
HO
Derivados del acido hidroxicinamico
R1 R2 R3
Acido p-cumarico H OH H
Acido ferulico OCH3 OH H
Acido sinapico OCH3 OH OCH3

Fig. 6. Estructuras de acidos fendlicos comunes: (a) Derivados de acido benzoico y

(b) derivados de acido cinamico.

Liu (2007)
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proporcionan colores fuertes y se encuentran principalmente en flores y frutas;
antoxantinas, son colores mas suaves, y se encuentran divididos en diferentes
categorias, flavonas, flavanas, flavonoles, flavanales, isoflavonas y sus glicosilados

(Han y col 2007b).

La estructura basica de flavonoides es el nucleo flavan, son de bajo peso
molecular y consta de 15 atomos de carbono dispuestos en tres anillos (C6-C3-C6),
conocido como A, B y C (Peluso y col 2015). El nivel de oxidacion y el patrén de
sustitucidn del anillo C permite distinguir las clases de flavonoides, mientras que los
compuestos individuales dentro de una clase se diferencian por sustituciones de los
anillos A y B, que pueden incluir higrogenacion, hidroxilacion, metilacion, sulfatacion
y glicosilacion (Fig. 8). Ademas, el anillo C pirano también se puede abrir en forma
de chalcona y reciclarse en un anillo furano (Cook y Samman 1996). Actualmente, el
numero exacto de flavonoides es dificil de saber, sin embargo, se han identificado
mas de 5000 diferentes flavonoides y se clasifican por los menos en 10 grupos
(Whiting y col 2001), entre ellos los flavonoles, flavonas, flavanoles, flavanonas,
catequinas, antocianidinas y las isoflavonas son particularmente comunes (Pérez-
Jiménez y col 2010). Estos compuestos, ayudan a proteger a la planta contra la luz
UV, hongos parasitos, herbivoros, patdégenos y dafo celular oxidativo (Sarkar y

Shetty 2014).

c. Antocianinas
Dentro del grupo de los flavonoides, se encuentran las antocianinas, pigmentos

hidrosolubles ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Este tipo de compuestos
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Fig. 8. Estructura basica de antocianinas. Los grupos Rn pueden ser H, OH u OCHzs,
dependiendo de la antocianina considerada. La nhomenclatura mas comun aceptada

para numerar los carbonos esta indicada dentro de la estructura.

Delgado-Vargas y col (2000).

49



proporcionan colores fuertes y se encuentran principalmente en flores y frutas (Hann
y col 2007). Son solubles en agua y dependiendo del pH y la presencia de metales

imparten un color intenso azul o morado (Jing y col 2007).

Los precursores de las antocianinas son bien conocidos (Springob y col 2003).
Se ha establecido experimentalmente que al anillo A de las antocianinas, se sintetiza
por la ruta del acido maldnico con la condensacion de tres moléculas de malonil-CoA,
mientras que el anillo B se sintetiza por la ruta del acido siquimico. El acido siquimico
da paso a la fenilalanina que por accion de una fenilalanina amonia liasa (PAL, por
sus siglas en inglés), y después de una pérdida de NHs3 se convierte en acido p-
coumarico. El p-coumaril-CoA luego participa en una reaccion de condensacion con
las tres moléculas de malonil- CoA para formar una chalcona de 15 C, reaccion
catalizada por una chalcona sintetasa. Este compuesto intermedio de 15 C es
transformado en una flavanona en una reaccion catalizada por una chalcona
isomerasa. Finalmente, la flavanona es transformada en la correspondiente
antocianidina por una reaccion de hidroxilacion en el carbono 3 seguida por una
deshidratacion (Fig. 9). La molécula de antocianidina se estabiliza por glicosilacion
del heterociclo; reaccién en la que interviene una glicosil transferasa y posibles

reacciones de metilacion de los hidroxilos seguidas de acilaciones (Garzon 2008).

Las antocianidinas mas estudiadas, son cianidina, delfinidina, pelargonidina,
malvidina, petunidina y peonidina (Moreno y col 2005), estas se encuentran en frutas,
verduras y granos en forma de glicosidos, teniendo glucosa, galactosa, ramnosa,

xilosa o arabinosa adherida a la aglicona (Wangy Stoner 2008). La unidad o
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Ruta del acido shikimico

|

Fenilalanina —
l, PAL
Acido Cinamico Ruta
C4H fenilpropanoide

Acido p-cumarico

l acL

p-cumaroil coA —

3 malonil coA —i CHS

Naringenina chalcona

FNS ‘1' CHI
Flavona € Naringenina

l F3H/IF3'H/IF3'6'H

Dihidroflavonol

DFR
FLS \
\ ANS

Flavonol Antocianina

Fig. 7. Ruta general de biosintesis de las antocianinas.

Las enzimas participantes en la ruta del acido shikimico son: fenilalanina amonio
liasa (PAL), cinamato 4-hidroxilasa (C4H), 4-cumaroil coA ligasa (4CL), chalcona
sintasa (CHS), chalcona isomerasa (CHI), flavanona 3-hidroxilasa (F3H), flavanona
3'5'-hidroxilasa (F3'5'H), flavanona 3'-hidroxilasa (F3'H),dihidroflavonol 4-reductasa

(DFR), antocianidin sintasa (ANS), flavonol sintasa (FLS), flavona sinthasa (FNS).
Zhang y col (2014)
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unidades de azucar le confiere una gran solubilidad y estabilidad, generalmente se
une a la antocianidina en la posicion 3 del grupo fendlico, pero puede también

hacerlo en las posiciones 5y 7 (Strack y Wray 1989).

En algunos casos, los azucares estan acilados con grupos derivados del acido
acético o alguno de los cuatro acidos cinamicos (p-cumarico, caféico, ferulico o
sinapico). Se ha observado, que la presencia de estos grupos acilo en la molécula de

antocianidina le confiere estabilidad ante condiciones extremas de pH y temperatura.

Cuando en la molécula de antocianina se encuentran unicamente azucares, se
denominan glucosiladas; si ademas de los azucares estan presentes uno o varios
radicales acilo, se catalogan como aciladas (Salinas y col 2010). En las estructuras
vegetativas de esta graminea las antocianinas de tipo glucosiladas o no aciladas
identificadas son cianidina-3-glucosido, pelargonidina-3-glucdsido y
peonidina-3-glucdsido; entre las antocianinas aciladas, cianidina-3-malonilglucosido,
cianidina-3-dimalonilglucosido, peonidina-3-(6"- malonilglucosido), peonidina-3-
dimalonilglucosido, pelargonidina-3-(5"-malonilglucosido) han sido reportadas
(Cuadro 5). La estructura completa de las antocianinas aciladas, con la ubicacion
precisa de los puntos donde el radical acilo y azucar se unen, se obtiene utilizando
técnicas tales como resonancia magnética nuclear. Por otro lado, en maiz azul, las
antocianinas presentes son derivadas principalmente de la cianidina y malvidina,
siendo la primera dominante (Salinas-Moreno y col 2005). Las antocianinas son muy
estables, pero esta estabilidad se reduce cuando el pH se aproxima a la neutralidad,

llegando a destruirse completamente a un pH superior a 7 (Gaxiola-Cuevas 2017).
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Cuadro 5. Antocianinas reportadas en maiz

Antocianinas

Glucosiladas

Cianidina-3-glucésido
Pelargonidina-3-glucésido

Peonidina-3-glucdsido

Aciladas
Cianidina-3-(6"malonilglucdésido)
Pelargonidina-3-(6"-malonilglucdsido)
Peonidina-3-(6"-malonilglucosido)
Cianidina-3-(3",6"-dimalonilglucdésido)

Pelargonidina-3- dimalonilglucosido

Referencia

Sanchez-Madrigal y col 2015; Ovando
y col 2010; Yang y Zhai 2010;
Gonzalez-manzano y col
2008;Pedreschi y Zevallos 2007;

Salinas-Moreno y col 2005.

Collison y col 2015;Harakotr 'y col
2014; Z ilié y col 2012; Cuevas

Montilla y col 2011; Abdel-Aal 2006.

Mariela y col (2016).
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Las antocianinas encontradas en maiz derivan de cianidina y pelargonidina (Salinas-
Moreno y col., 2013; Mora-Rochin y col 2016), aunque otros autores mencionan
también la presencia de peonidina y malvidina (Moreno y col 2005). Las
antocianinas, ademas de ser colorantes inocuos para el consumo humano, poseen
importantes actividades bioldgicas entre las que destacan sus capacidades
antioxidantes y antimutagénicas (Zhao y col 2009; Gaxiola-Cuevas y col 2017),
antiproliferativas del crecimiento de células cancerosas (Jing y col 2007; Mora-

Rochin y col 2013).

Mora-Rochin y col (2010) determinaron el contenido de antocianinas de (30.69
mg equiv. cianidina-3-glucosido/100g muestra, bs) en maiz azul, observandose que
los genotipos rojo, amarillo y blanco figuraron con tan solo 3.2%, 1.2% y 0.89%,
respectivamente, con respecto al contenido en maiz azul. Diversos estudios han
determinado varios tipos de antocianinas en diversos tipos de maices azules, sin
embargo, la cianidina-3-glucosido es la de mayor abundancia en este tipo de granos
(15.4 a 110.2 mg kg-1) (Abdel-Aal y col 2006; Pedreschi y Cisneros-Zevallos 2007;
Jing y col 2007). Otras antocianinas en maiz azul son la pelargonidina y peonidina
presentes en sus formas glucosiladas, aciladas y agliconas (Pedreschi y Cisneros-
Zevallos 2007). Recientemente, se identificaron tipos acilados como cianidina-3-(6ll-
malonil-glucésido), cianidina-3-(6ll-succinil-glucésido) y pelargonidina-3-(6llmalonil-
glucosido) en maices criollos azules originarios del estado de Sinaloa (Mora-Rochin y

col 2016). Dichos tipos de antocianinas se presume que logran sobrevivir a

54



tratamientos drasticos como condiciones alcalinas y temperaturas altas, gracias a los

grupos acilados que contienen (Fig. 10).

d. Flavonas y flavonoles

Las flavonas contienen un enlace doble entre las posiciones C2 y C3 en la
estructura de flavonoides (anillo C) y una cetona en la posicion C4. La mayoria de las
flavonas de frutas y hortalizas tienen un grupo hidroxilo en la posicion C5 del anillo A,
mientras que la hidroxilaciéon en otras posiciones, mas a menudo en la posicién C7
del anillo A o posiciones C3’y C4°del anillo B, puede variar en funcién de la
clasificacion taxondmica de una fruta o verdura en particular. La aglicona mas
generalizada son apigenina y luteolina, sin embargo los diversos patrones de
sustitucion hacen a este grupo mas grande, con 309 agliconas en la ultima
compilacién de flavonoides (Valant-Vetschera y Wallenweber y col 2006). La
glicosilacion se produce sobre todo en las posiciones C5 y C7, mientras que la
metilacion y acilacion de grupos hidroxilo en el anillo B. Algunas flavonas son
polimetoxiladas, como tangeretina y nobiletina, flavonas tipicas que se encuentran en
la cascara de citricos (William 2006). Perejil y apio representan la unica fuente
comestible de flavonas. La piel de las frutas también posee grandes cantidades de

flavonas polimetoxiladas (Quifiones y col 2012).

Los flavonoles tienen como unica diferencia con las flavonas el grupo hidroxilo, un
grupo en la posiciéon C3 de éste ultimo, el grupo hidroxilo en el carbono 3 también
puede ser glicosilado y es quizas el mas comun en las frutas y hortalizas. Valant-

Vetschera y Wallenweber (2006) reportaron 393 agliconas de flavonoles. De la
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Fig. 10. Estructura genérica de los principales flavonoides y formas basicas de

antocianinas.
He y Guistei (2010)
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misma manera que las flavonas, estas agliconas son muy diversas en los patrones
de hidroxilacion y metilacion; por lo tanto, cuando los patrones de glicosilacion son
considerados, los flavonoles son quizas el subgrupo mas numeroso. Las agliconas
flavonoles mas comunes son: quercetina y kaempferol, tienen 279 y 347

combinaciones diferentes de glucosidos, respectivamente (William 2006).

La biosintesis de flavonoles es un proceso fotosintético. Por ello, estos
compuestos se localizan principalmente en el tejido externo y aéreo de la planta. La
distribucion y la concentracion de los flavonoles puede ser distinta incluso en frutas
procedentes de la misma planta; esto se debe a que la localizacion de los frutos

condiciona la exposicion al sol (Quifiones y col 2012).

G. Biodisponibilidad de Polifenoles

Biodisponibilidad hace referencia a "la proporcion de nutrientes que se digieren,
se absorben y se metabolizan a través de las rutas metabdlicas habituales de
asimilacion". Es importante conocer la cantidad total de polifenoles que esta presente
en un alimento o ingrediente alimentario, pero, es mas importante conocer la
cantidad de polifenoles que es biodisponible, dentro del contenido total de un

alimento (Srinivasan 2001).

El concepto de biodisponibilidad cobra gran importancia, dado que los polifenoles
mas abundantes no siempre son los mas activos en el organismo, ya sea porque
tienen menor actividad intrinseca, su absorcién en el intestino es baja, son altamente
metabolizados o se excretan rapidamente. En general, el metabolismo de los

polifenoles se produce a través de una secuencia de reacciones comun para todos
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ellos, que es similar a la detoxificacion metabdlica que sufren muchos xenobidticos
para reducir su potencial efecto citotdxico, incrementar su hidrofobicidad, y facilitar su

eliminacion urinaria o biliar (Manach y col 2004).

La mayoria de los polifenoles estan presentes en los alimentos como esteres,
glucosidos o polimeros, formas que no se pueden absorber. En realidad, en los
alimentos, practicamente todos los flavonoides, excepto los flavanoles, presentan
formas glucosiladas. El destino de los glucésidos en el estbmago aun no esta claro.
La mayoria de los glucosidos resisten probablemente la hidrdlisis acida del estomago
y llegan intactos al intestino. Estas sustancias deben hidrolizarse por enzimas
intestinales como la B-glucosidasa y la lactasa-florizin hidrolasa, o deben ser
degradadas por la microflora del colon antes de poder asimilarse (Németh y col 2003;

D Archivio y col 2010).

Durante el proceso de absorcion, los polifenoles sufren, diversas modificaciones;
estos compuestos se conjugan en las células del intestino y posteriormente sufren
procesos de metilacion, sulfatacion y/o glucuronidacion en el higado. Como
consecuencia de estos procesos, las formas que se encuentran en el plasma y en los
tejidos son muy distintas de las que estan presentes en los alimentos, y esto dificulta
la tarea de identificacidn de los metabolitos y la evaluacion de su actividad biolégica
(Day y Williamson 2001; Natsume y col 2003). Los principales objetivos de los
estudios de biodisponibilidad son determinar cuales son los polifenoles que mejor se
absorben, valorar que polifenoles dan lugar a metabolitos activos, y caracterizar la

actividad biologica de estos metabolitos (Quifiones 2012).
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La estructura quimica de los polifenoles, mas que su concentracion, determina el
rango de absorcion y la naturaleza de los metabolitos circulantes en el plasma. La
glucosilacion afecta al grado de absorcion de estos compuestos, y los polifenoles
mas comunes de nuestra dieta, no son necesariamente los que producen una mayor

concentracion de metabolitos activos en los tejidos diana (D Archivio y col 2010).

H. Propiedades de los polifenoles

Numerosos estudios han avalado las propiedades biologicas de los polifenoles
(Bravo 1998; Schroeter y col 2006; Potenza y col 2007; Perez-Vizcaino y col 2009;
Middleton y col 2000). Estos efectos son consecuencia de sus propiedades
antioxidantes que pueden usualmente justificar sus acciones vasodilatadoras y
vasoprotectoras, asi como sus acciones antitrombdticas, antilipémicas,

antiateroscleroticas, antiinflamatorias y antiapoptoticas (Quifiones 2012).

Los polifenoles son los principales antioxidantes de la dieta, y su ingesta es 10
veces superior a la de la vitamina C, y 100 veces superior a la de la vitamina E o los
carotenoides (Rice-Evans y Miller 1996). El maiz azul es uno de los alimentos que
destaca por su alto contenido en polifenoles; altamente efectivos como defensa
antioxidante (Pannala y col 1997). Flavonoides como la catequina o la quercetina
pueden directamente neutralizar especies reactivas de oxigeno (EROS), como el O2-
, el H202 (Binsack y col 2001) o el HCIO (Cotelle y col 1996). La quercetina y la
miricetina, seguidas por el kenferol, son los flavonoides que poseen mayor actividad
neutralizadora de radicales libres. El grupo fendlico que poseen puede actuar

directamente capturando electrones desapareados de las EROS, y generar asi
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especies menos reactivas (Korkina y Afanas’ev 1997). Los flavonoides actuan
fundamentalmente como tampones, y capturan radicales libres para generar el
radical flavinico, mucho menos reactivo, ya que en él los electrones desapareados
estan mas deslocalizados (Fig. 11). Ademas, flavonoles como la quercetina pueden
quelar iones metalicos de transicion como el hierro o el cobre, evitando asi la
formacion de las EROS producidas por la reaccion de Fenton (Krinsky 1992) (Fig.

11).

Los polifenoles también pueden interferir con los sistemas de detoxificacion
celular, como la superoxido dismutasa, la catalasa o la glutation peroxidasa (Nijveldt
y col 2001). Ademas, estos compuestos pueden inhibir enzimas generadoras de
EROS, como la xantina oxidasa y la nicotinamida- adenina dinucleotido fosfato

(NADPH) oxidasa (Orallo y col 2002; Dreosti 1996).

Como consecuencia de su accién antioxidante, los polifenoles poseen efectos
vasodilatadores, antitrombdéticos, antiinflamatorios y antiapoptoticos (Schroeter y col
2006; William y col 2004; Ruf 1999). Ademas de las propiedades vasodilatadoras que
favorecen el control del tono arterial, se han descrito otras propiedades de los
flavonoides que favorecen también su efecto cardioprotector. Los polifenoles poseen
efectos antilipémicos y antiaterogénicos (Pal y col 2003; Actis-Goretta y col 2006).
Habria ademas que sefalar, que 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 vy

cardioprotectores (Ojeda y col 2010).
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RADICAL FLAVINICO

OH O+ on
OH R+ RH
0+ 0
OH OH
R+ RH

B REACCION DE FENTON

FE* + H,0, — Fe* + OH + OH

FE* + H,0, — Fe* + OOH + OH*

Fig.11. (A) Formacion del radical flavinico por la captura de radicales libres por

polifenoles. (B) Reaccion de Fenton.

Krinsky 1992
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El estrés oxidativo produce un aumento de enzimas tales como la COX y la LPO,
implicadas en la liberacion de factores tales como interleuquinas y quimocinas. Se ha
demostrado que los polifenoles, y especialmente la quercetina, inhiben la COX y la

LPO (Fan y col 2008).

. Medicién de la Actividad Antioxidante

Por definicién, la actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia para
inhibir la degradacién oxidativa (por ejemplo, la peroxidacién lipidica). En las fuentes
dietarias, la presencia de antioxidantes depende, entre otros factores, de la parte del
alimento en cuestion. A pesar de que los polifenoles estan asociados con varios
mecanismos, se cree que su principal modo de accion esta relacionado con la alta
reactividad hacia radicales libres. Sin embargo, debe distinguirse entre capacidad
antioxidante y reactividad. Mientras que la capacidad antioxidante da informacién
acerca de la duracion del efecto antioxidante, la reactividad caracteriza solo la
dinamica de inicio del efecto antioxidante a una concentracion fija de compuesto

(Roginsky 2005).

La actividad antioxidante esta determinada por: 1) reactividad quimica del
antioxidante, 2) capacidad del antioxidante para acceder hasta el sitio de reaccion y
3) estabilidad de los productos formados después del proceso de estabilizacion de

radicales libres (Londofio-Londoiio 2012).

La necesidad de establecer métodos unificados para medir capacidad
antioxidante quedd manifestada por el Primer Congreso Internacional sobre Métodos

Antioxidantes llevado a cabo en Orlando, Florida, EUA en junio del afo 2004. El
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proposito fue discutir la forma en la cual se determina la capacidad antioxidante de
alimentos, fitoterapéuticos, nutracéuticos y suplementos dietarios, y proponer
meétodos analiticos que pudieran ser estandarizados como procedimientos de rutina,
debido a que los métodos existentes presentan resultados inconsistentes, no existe
equivalencias entre unos y otros y la interpretacion de las conclusiones, en algunos

casos, va mas alla del alcance de los resultados (Londofio-Londofio 2012).

Un método unificado para determinar capacidad antioxidante deberia estar
estandarizado y cumplir con los siguientes requisitos: 1) utilizar un radical
biolégicamente relevante, 2) ser un método simple, 3) utilizar un punto final definido y
un mecanismo conocido, 4) emplear instrumentacion facilmente disponible, 5) tener
buena reproducibilidad, 6) ser adaptable para medir antioxidantes
lipofilicos/hidrofilicos y a diferentes radicales, 7) ser adaptable a formatos de tamizaje
de alta capacidad para control de calidad de rutina en gran cantidad de muestras
(Londofio-Londofio 2012). Queda de manifiesto que ningun método reflejara por si
solo la “capacidad antioxidante total” de una muestra, puesto que este parametro
debera expresar la capacidad de antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos, reflejar y
diferenciar los diferentes mecanismos antioxidantes y evaluar la reactividad del

antioxidante frente a diferentes especies reactivas (Londofio-Londofio 2012).

La actividad antioxidante de una muestra no puede ser determinada basandose
solo en un ensayo de prueba. En la practica se realizan muchos modelos de test in

vitro (Cuadro 6) para evaluar la actividad antioxidante de la muestra de interés; sin
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Cuadro 6. Comparacion de métodos para medir capacidad antioxidantes basada en la instrumentacién requerida, la
relevancia bioldgica, el mecanismo antioxidante, el punto final, el método de cuantificacion y la adaptabilidad para

medir antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos.

Ensayo Instrumentaciéon | Relevancia | Mecanismo Punto final Cuantificacion Lipdfilicos-
bioldgica Hidrofilicos
ORAC - +++ TAH Tiempo ABC +++
ABTS - - TE-TAH Tiempo Absorbancia +++
DPPH - - TE-TAH Tiempo Absorbancia CEsg -
PATAR ++ +++ TAH Fase de CEso Fase de --
Induccién Induccién
CRHF -- TE Tiempo Absorbancia -
Peroxidacién -- +++ TAH Fase de Tiempo de Inducciodn, -
lipidica LDL Induccién dienos conjugados,
SRAT

2De la mas (+++) a la menos (---) especializada, ® relevante, ¢ adaptable

¢ TAH: Transferencia de Atomos de Hidrégeno, TE: Transferencia de Electrones

d ABC: Area bajo la curva, CEso: Concentracion efectiva 50, SRAT: Sustancias Reactivas con Acido Tiobarbitarico.

Londoio-Londoiio (2012).
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embargo, es necesario considerar que los modelos presentan variaciones que
pueden dificultar la comparacion de los resultados entre un método y otro. En los
métodos indirectos se estudia la habilidad del antioxidante para estabilizar algun
radical libre; uso de algunos radicales libres metaestables, coloreados, con fuerte
absorcion en el espectro visible, como herramienta para determinar actividad
estabilizadora de radicales libres (Ej. DPPH, ABTS). Sin embargo, varios estudios
han controvertido esta aproximacién considerando que con estos métodos pueden
medir solo la capacidad para donar hidrogenos, pero que, en muchos casos, no se

correlacionan con la capacidad antioxidante (Londofio-Londofio 2012).

1. Métodos basados en la transferencia de atomos de hidrégeno (TAH)

Los métodos TAH miden la capacidad de un antioxidante para estabilizar un
radical libre mediante la transferencia de atomos de hidrogeno. Como se muestra
en la ecuaciéon 1, un sustrato oxidable (LH) es atacado por un radical libre (Xe)
generando una especie no radicalaria (XH) y un nuevo radical libre (L¢). Por su
parte, en la ecuacion 2 se muestra como el antioxidante (AH) transfiere un atomo

de hidrégeno para estabilizar el radical libre X« y generar la especie As.
Xe+LH ==XH + L+ Ecuacién 1
Xe+AH ==XH + A-. Ecuacion 2

De esta forma, la reactividad de un antioxidante siguiendo un mecanismo de
Transferencia de Atomos de Hidrégeno (TAH) estara determinada por la Energia
de Disociacion de Enlace (EDE) del grupo que contiene el hidrégeno a transferir.

En el caso de los compuestos fendlicos se trata de un enlace ArO-H en donde una
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muy baja EDE implica que la reaccion descrita por la ecuacion 2 es
termodinamicamente mas favorable que aquella descrita por la ecuacién 1. En
otras palabras, significa que un radical libre reaccionara mas rapidamente con el
antioxidante que con el sustrato oxidable. Adicionalmente, la especie A- ,
generada en el proceso de estabilizacién del radical libre, debe ser tan estable
como para no reaccionar con el sustrato e iniciar nuevamente una reaccién de
oxidacion, pero lo suficientemente reactiva como para estabilizar radicales libres
en un proceso de terminacion de cadena. Se acepta que sustancias con valores
de EDE alrededor de —10Kcal/mol y Pl < -36 Kcal/mol siguen mecanismos TAH.
Las reacciones TAH son rapidas, independientes del pH y el solvente, pero
sensibles a la presencia de metales y agentes reductores los cuales pueden
generar una aparente mayor reactividad del antioxidante (Londofio-Londofo

2012).

a. ORAC (Capacidad de Absorbancia de Radicales de Oxigeno)

Estos métodos estan basados en los trabajos de Wayner y Glazer (Wayner y
col 1985; Glazer 1988) y perfeccionados por Cao (Cao 1997). En general, miden la
inhibicion de la oxidacién inducida por radicales peroxilo y reflejan un mecanismo
clasico de actividad mediada por antioxidantes terminadores de cadena mediante
TAH (Ou 2001). Como se muestra en la ecuacion 3, el radical peroxilo es
generado de wuna fuente como AAPH (2,2-azobis (2-amidinopropano)
dihidrocloruro), el cual sufre una descomposicion térmica para producir nitrégeno
molecular y radicales alquilo, que en presencia de oxigeno generaran radicales

peroxilo, los cuales reaccionan con una sonda coloreada o fluorescente para
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formar un producto incoloro o no fluorescente, como se muestra en la ecuacién 4.
La capacidad antioxidante es determinada por la disminucion en la velocidad de
degradacion de la sonda debido a la reaccion de los radicales peroxilo con el
antioxidante para generar un producto no radicalario, como se muestra en la
ecuacion 5. En ORAC, generalmente se utiliza fluoresceina como sonda y la
reaccion suele ll®garse por extensos periodos de tiempo (>30 minutos) para
garantizar la estabilizacion de la reaccion. Como se muestra en la Fig. 12, los
célculos para expresar los resultados se obtienen de la integracién del Area Bajo
la Curva (ABC) de decaimiento de fluorescencia calculando el valor de ABCheta =
ABCecon antioxidante — ABCsin antioxidante; S€ Obtiene asi informacion con respecto a
parametros cinéticos como tiempo de induccion y velocidad inicial en un solo
parametro. Generalmente, el resultado se expresa en términos de equivalencia de
Trolox (analogo de vitamina E), para lo cual se construye una curva con diferentes
concentraciones y las respectivas ABC de Trolox, que genera una curva de
calibracion que permite interpolar el ABC de la muestra y expresar su capacidad
antioxidante en términos de cantidad equivalente a Trolox (Londofio-Londoio

2012).

R—N=N-R==N; + 2 ROO- Ecuacion 3
ROO- + sonda fluorescente == ROOH + pérdida de fluorescencia Ecuacion 4
ROO+s + AH== ROOH + A-

ROQOs + A== ROOH + AH Ecuacién 5
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Fig. 12. Curva de decamiento de la fluoresceina por oxidacion con radicales
peroxil en un tipico ensayo ORAC donde se observa el efecto de un antioxidante
(muestra) visto como el aumento en el Area Bajo la Curva (ABC) de decaimiento

de fluoresceina.
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2. Métodos basados en la transferencia de electrones (TE)

Estos métodos determinan la capacidad de un antioxidante para transferir un
electron y reducir un compuesto. Describen reacciones mas lentas que las TAH y
por esto los calculos de actividad antioxidante se basan en porcentajes de
disminucién en los productos mas que en cinéticas de reaccion. La reactividad
relativa de un antioxidante en un método TE esta basada, fundamentalmente, en
la desprotonacién y por lo tanto es gobernada por el Potencial de lonizacion (PI),
de tal manera que los valores de PI disminuyen con el aumento del pH, reflejando
el incremento en la capacidad electrodonante con la desprotonacién y por lo tanto,
compuestos con Pl > —45 Kcal/mol siguen un mecanismo predominantemente tipo
TE. En general, se ha correlacionado el potencial redox con un mecanismo tipo
TE. Los métodos TE son bastante sensibles al acido ascorbico y acido urico, dos
sustancias reconocidas por mantener el estado redox en plasma, ademas pueden
detectar el poder reductor de polifenoles. Como en los métodos TAH, los metales
pueden generar interferencia causando variabilidad e inconsistencias en los

resultados (Londofio-Londofio 2012).

3. Métodos que combinan mecanismos TAHy TE

Algunos métodos ampliamente usados como el ABTS y el DPPH se
fundamentan en la estabilizacidon de radicales libres sintéticos metaestables, cuya
reaccion con un antioxidante genera un cambio que puede ser detectado
instrumentalmente. Sin embargo, se ha mostrado que estos radicales pueden ser

estabilizados tanto por mecanismos TAH como TE vy, por lo tanto, los patrones de
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reactividad y el mecanismo son dificiles de interpretar cuando no se conoce la

estructura quimica del antioxidante evaluado (Londofio-Londofio 2012).

J. USOS DEL MAiz

En México, los maices pigmentados (azules y rojos), se destinan
principalmente al autoconsumo y elaboracion de productos tradicionales (tortillas,
tamales, atoles, etc), frituras de tortillas, productos expandidos y otros alimentos
tipo botana (Guillen y col 2002; Turijan y col 2012). De este tipo de maiz se
pueden obtener productos alimenticios pigmentados de forma natural, esto tiene
gran importancia en el mundo, debido a problemas de salud asociados con el
consumo indiscriminado de alimentos con aditivos, dentro de los cuales se
encuentran los colorantes artificiales. En la actualidad, el maiz pigmentado ha
recibido mayor atencion desde un punto de vista nutracéutico (Serna-Saldivar y

col 2013; Gaxiola-Cuevas y col 2017).

K. PROCESAMIENTO INDUSTRIAL DEL MAIiz

1. PROCESO DE NIXTAMALIZACION

El proceso de nixtamalizacion tiene una funcion critica en el aumento del valor
nutricional del maiz a través de la preparacion de productos alimenticios para el
consumo humano como tortillas, botanas de tortilla, botanas de maiz y totopos.
Este proceso también se conoce con el término de coccion alcalina (Bressani
1990; Serna-Saldivar y col 1990). La tecnologia para la produccion de tortilla es
ancestral y se ha trasmitido de generacion en generacion. Esta tecnologia
involucra el cocimiento térmico-alcalino del grano de maiz, proceso denominado

nixtamalizacion (del Nahualtl nixtli = cenizas y tamalli = masa cocida de maiz)
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(Paredes-Lopez y col 2009). En México todavia se utilizan estas técnicas, como
en los tiempos de los aztecas; el maiz nixtamalizado era molido en un metate para
producir la masa que era Uutilizada para formar a mano discos de
aproximadamente 20 cm de diametro, los cuales eran cocidos en un comal de
barro. El producto resultante era llamado tlaxcalli por los aztecas y posteriormente
tortillas por los espaioles (Clavijero 1979). Durante el proceso por nixtamalizacion
tradicional, el maiz es sometido a condiciones de alto contenido de humedad,
calor (80 a 105 °C) y pH elevado (11 a 12) (De la Parra y col 2007). El proceso de
nixtamalizacion requiere la coccion de los granos de maiz en una solucion de agua
con cal, dejandolo reposar durante la noche. Generalmente, la relacion de maiz y
solucion alcalina oscila entre una parte de los granos de maiz enteros a 3-10
partes de la solucién alcalina. La solucion consiste en una solucién de agua y cal
[2% p/p de cal (Ca (OH) 2]. El maiz se cocina a temperatura de ebullicion seguido
de un periodo de reposo del orden de 12 horas. El proceso de coccién ablanda el
pericarpio y permite al endospermo absorber agua, lo que facilita su posterior

molienda (Serna-Saldivar y col 1990).

Después del periodo de reposo, la solucion alcalina es drenada. En este punto
al maiz se le llama nixtamal, y el liquido rico en sdlidos de maiz, se llama nejayote.
El nejayote es un producto altamente contaminante, es un desecho alcalino que
tiene una gran demanda de oxigeno, el cual debe ser eliminado adecuadamente
en el proceso, lo que aumenta el costo del proceso de nixtamalizaciéon tradicional.
El nixtamal es lavado varias veces con agua para eliminar el exceso de cal. Los

granos cocidos y nixtamalizados son molidos, posteriormente a la harina se le
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adicionan pequefias porciones de agua, y como resultado se obtiene la masa de
maiz. A partir de esta masa se pueden elaborar diversos productos (Serna-

Saldivar y col 1990).

La nixtamalizacion induce cambios que desde el punto de vista nutrimental,
son positivos en lo referente a la biodisponibilidad de nutrimentos. Se ha reportado
un aumento significativo en el contenido de calcio (del orden de 13 veces), el cual
es biodisponible practicamente en su totalidad (Bressani 2008). También es mayor
la cantidad de fibra dietaria soluble e incrementa la biodisponibilidad de la mayoria
de los aminoacidos esenciales, o que aumenta sensiblemente el valor bioldgico
de la proteina (Paredes-Lépez y col 2009). Aunque se reportan pérdidas de
niacina de hasta 22 % después del tratamiento alcalino (Bressani 2008), las
moléculas que quedan intactas son liberadas como acido nicotinico para su
aprovechamiento, lo que destruye el efecto pelagrogeno que tienen las dietas ricas
en maiz crudo o tostado. La nixtamalizacion también puede favorecer la formacion
de almidon resistente (Paredes-Lopez y col 2009), el cual al no ser digerido en el
intestino delgado se comporta de forma similar a la fibra soluble. Adicionalmente,
se ha reportado la degradacion de aflatoxinas durante la nixtamalizacion vy
elaboracion de tortillas (Méndez-Albores y col 2004). Varios estudios han
informado de los efectos de la nixtamalizacibn en la produccién de tortilla
ocasionan una disminucion en el contenido polifendlico y actividad antioxidante,
sin embargo, también se reporta el incremento de algunos compuestos bioactivos
(De la parra y col 2007; Mora-Rochin y col 2010; Bello-Pérez y col 2015; Corrales-

Barfiuelos y col 2016; Mora-Rochin y col 2016).
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IV. JUSTIFICACION

El estado de Sinaloa cuenta con una gran biodiversidad de maices
pigmentados. Estos maices contienen altas concentraciones de compuestos
bioactivos y una alta capacidad antioxidante. Es necesario identificar los
compuestos que les confieren calidad nutricional, nutraceutica e industrial, sobre
las variedades comerciales, otorgandoles valor agregado, ademas forman parte de

nuestra riqueza nacional y biodiversidad.

La informacién generada sera de importancia para los fitomejoradores y
conservadores del maiz nativo de México. Existe poca informacién cientifica sobre
extractos purificados de tortilla de maiz criollo azul y su efecto potencial en la

actividad antioxidante y citotoxica en células Raw-264.7.
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V. HIPOTESIS
La actividad antioxidante y citotoxica en células Raw-264,7 de extractos
purificados de tortillas de maiz criollo azul estda relacionada con las
transformaciones estructurales de los fitoquimicos retenidos en el proceso de

nixtamalizacion.
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VI. OBJETIVOS
A. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto potencial antioxidante y citotoxico de extractos purificados

de tortillas de maiz criollo azul.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizacion fisica del grano de maiz criollo azul, Elotero de Sinaloa.

2. Obtener harinas instantaneas por el proceso de nixtamalizacion y elaborar

tortillas.

3. Obtener las fracciones purificadas en antocianinas y polifenoles de grano y

tortilla nixtamalizada.

4. Determinar los niveles de compuestos bioactivos (fendlicos y antocianinas) al

grano maiz azul, tortillas y fracciones ricas en polifenoles y antocianinas.

5. Determinar la actividad antioxidante (ORAC, ABTS y DPPH) al grano de maiz

azul, tortilla y extractos purificados ricos en polifenoles y antocininas.

6. Evaluar el efecto citotoxico de los extractos ricos en polifenoles y antocianinas.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES

Se utilizé maiz (Zea mays L.) criollo Azul Raza Elotero de Sinaloa (A-512),
cultivado en condiciones de riego en el municipio de Concordia. El grano criollo
azul fue colectado durante el ano 2016 por campesinos tradicionales del
municipio. Después de la cosecha los granos se limpiaron y almacenaron en
refrigeracion (4°C) hasta su utilizacion. El desarrollo del trabajo experimental se
llevd a cabo en el Laboratorio de Nutracéuticos del Programa Regional de
Posgrado en Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas,

Universidad Autéonoma de Sinaloa.

B. METODOS

1. Caracteristicas fisicas del grano de maiz criollo azul

a. Dimensiones fisicas

Para la determinacién de las dimensiones fisicas de las semillas de maiz se
registro longitud, ancho y grosor utilizando un vernier digital Lcd (Truper) (Milan-
Carrillo y col 2000). Las determinaciones se realizaron en 50 semillas

seleccionadas al azar por triplicado.

b. Peso de 1000 granos
Para el peso de 1000 granos, se seleccionaron al azar 1000 granos de un lote
de semillas limpias, y se pesaron en una balanza analitica. La prueba se realiz6

por triplicado (AACC 1995).
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c. Peso hectolitrico

Para el peso hectolitrico se empled el procedimiento 55-10 de la AAC (1995).
Un recipiente de volumen conocido (1 L) se llené de granos y se pesaron en una
balanza analitica. El peso hectolitrico se obtuvo al dividir el peso de los granos
entre el volumen del recipiente y relacionandolo a un volumen de 100 L (kg/hL).

Las mediciones se realizaron por triplicado.

d. indice de dureza

1) indice de flotacién

Se determin6 de acuerdo a la norma mexicana NMX-FF-034/1-SCFI-2002
(NOM 2010). Se utilizé una solucion de nitrato de sodio (NaNQOs3), a una densidad
de 1.25 g/mL. Se tomaron 25 granos al azar y se colocaron en un vaso de 50 mL
que contenia la solucion de nitrato de sodio, separando los granos por medio de
un agitador de vidrio, se agité y se esper6 un minuto para tomar la lectura. El
numero de granos que ascendieron a la superficie se us6 como el indice de
flotacion. El numero de granos que flotaron fue multiplicado por cuatro. Se
relacion6 granos flotantes, respecto a dureza y tiempo de coccion. La prueba se

realizé por triplicado.

2) Pericarpio remanente
La determinacion consistido en colocar en bafio Maria a 50 °C, 5 granos de
maiz en un vaso de precipitado de 100 mL, con un volumen de 25 mL de hidréxido
de sodio 2N (NaOH). Los vasos son conservados en el bafio Maria durante 10 y
15 min, tomando lectura del comportamiento del pericarpio del grano respecto a

las caracteristicas presentadas referentes a la hinchazén, formacién de burbujas,
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separacion parcial del pericarpio, endospermo de cada grano de maiz, asi como
también, separacion total del pericarpio, por medio de una valoracién visual a los
10 y 15 min. Se asigno un valor en una escala del 1 al 5 segun lo reportado en la

NMX-FF-034/1-SCFI-2002 (NOM 2010). La prueba se realizo por triplicado.

2. Propiedades fisicoquimicas del grano de maiz azul
a. Densidad aparente
Se determin6é de acuerdo a NMX-FF-034/1-SCFI-2002 (NOM 2007). En
una probeta graduada se midi6 100 mL de harina. Se registr6 el volumen de la
harina, y su peso correspondiente, la harina se vacié en otro recipiente, para el
calculo de la densidad aparente, la cual se expreso6 en g/cm?. La prueba se realizd

por triplicado.

3. Composicién quimica

a. Humedad

Se determin6 de acuerdo al método 925.10 de AOAC (1999); se registro la
pérdida de peso de la muestra después de someterse a calentamiento para
remover la humedad por temperatura. Se empledé una muestra de 3 g y una
temperatura de 70°C por 12 h 'y a 130°C por 3 h, en una estufa sin circulacion de

aire. La prueba se realizo por triplicado.

4. Nixtamalizacion tradicional

Se realiz6 de acuerdo al procedimiento reportado por Milan-Carrillo y col
(2004). Porciones de 500 g de maiz se cocieron en una disolucion de cal (5.4 g
cal/L) a 85°C; se uso6 una relacion grano/medio de coccion de 1:3 y tiempos de

nixtamalizacion y de reposo de 31 min y 8.1h, respectivamente. El licor de coccion
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(nejayote) se decantd y el nixtamal se enjuago tres veces con agua destilada. El
nixtamal se secd6 (55°C, 12 h), se enfrid a temperatura ambiente y se molié hasta
obtener un tamafo de particula de 0.180 mm de diametro. Las harinas obtenidas,
se guardaron en bolsas de polietileno selladas y se almacenaron a 4°C hasta su
utilizacion.

5. Elaboracion de tortillas de maiz criollo azul obtenidas por el proceso

de nixtamalizacion tradicional

Las tortillas se prepararon siguiendo la metodologia reportada por Milan-
Carrillo y col. (2004). 200 g de harina se mezclaron con suficiente agua para
alcanzar una consistencia adecuada para la produccion de tortillas, con ayuda de
una prensa manual. Las tortillas se enfriaron a temperatura ambiente, se molieron
para obtener harinas y se guardaron en bolsas de polietileno selladas y se
almacenaron a -20°C hasta su utilizacion. Las tortillas fueron enfriadas, liofilizadas,

y almacenadas hasta su uso posterior.

6. Obtencidén de harina de grano de maiz azul y tortillas nixtamalizadas

Para realizar todos los ensayos es necesario obtener harinas para su estudio.
Las tortillas liofilizadas fueron sometidas a un proceso de molienda (molino, UD
CycloneSampleMill, UD Corp, Boulder, CO, EUA) hasta pasar a través de malla 80
(0.180 mm). Las harinas de tortillas obtenidas se guardaron en bolsas de

polietileno selladas y fueron almacenadas (-20°C) hasta su utilizacion.
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7. Compuestos bioactivos
a. Determinacién del contenido de compuestos fendlicos

1) Extraccion de fendlicos libres

La extraccion de fendlicos libres se realizé segun el método descrito por Adom
y Liu (2002). Se procedid con una extraccion de los fendlicos libres de las
diferentes muestras, de 0.5 g de harina con 10 mL de etanol al 80% (v/v); esta
suspension se agitdo en un rotator (OVAN noria R, EUA, 2010) velocidad 25 rpm
por 10 min. Después se centrifugd a 3000 x g a 10°C por 10 min. El sobrenadante
se concentré a 35°C a presiones bajas (Speed Vac Concentrator, Thermo Electron
Corporation) hasta alcanzar un volumen final de 2 mL. El concentrado se
almacend a -20°C hasta su posterior uso en la determinacion de actividad
antioxidante atribuida a compuestos fendlicos libres. Las extracciones se

realizaron por cuadriplicado.

2) Extraccion de fendlicos ligados

La extraccion de fendlicos ligados se realizé de acuerdo al método descrito por
Adom y Liu (2002) con algunas modificaciones. El residuo del extracto libre fue
digerido con 10 mL de NaOH 2M, se elimin6 el Oz en presencia de N2> gas y la
muestra se sometid a un tratamiento térmico por 30 min en bafo Maria a 95°C vy,
posteriormente, se agitdé durante una hora a temperatura ambiente. La mezcla se
neutralizé con 2 mL de HCI concentrado y se le agregaron 10 mL de hexano para
remover lipidos. La mezcla resultante se extrajo con 10 mL de acetato de etilo
cinco veces. La fraccion de acetato de etilo fue recolectada y se evapord a

sequedad (Speed Vac Concentrator, Thermo Electron Concentrator). Los
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compuestos extraidos se reconstituyeron con 2 mL de metanol al 50% y se
almacenaron a -20°C para su posterior utilizacion en la determinaciéon de
capacidad antioxidante atribuida a compuestos fendlicos ligados. Las extracciones

se realizaron por cuadriplicado.

b. Preparacién de los extractos de polifenoles de maiz criollo azul
El proceso utilizado para preparar fracciones enriquecidas de polifenoles y
antocianinas en harinas de maiz criollo azul, Elotero de Sinaloa se ilustra en la

Fig. 13.

1) Extracto crudo (EC)

Para la extraccién de los compuestos fendlicos en harinas de maiz criollo azul
se utilizé el método descrito previamente por Cuevas-Rodriguez y col (2011) con
ligeras modificaciones. Se tomaron 30 g de cada muestra y se mezclaron con
disolucién de 100 mL de metanol al 80% al 0.3 % ATA (Acido Tricloroacetico) (v/v)
en agitacion durante 24 h a 15°C, el sobrenadante se filtrd con papel filtro
Whatman's de 125 y 40 mm para posteriormente almacenar a 4°C en botellas
color ambar. El proceso de extraccion se repiti6 3 veces como se describio
anteriormente. Todos los sdélidos se deshecharon y los solventes se evaporaron en
un rotavapor Buchi R-210 con bomba de vacio V-700 conectada a controlador de
vacio V-850 (Buchi Corp, New Castle, DE, EUA). Los extractos crudos de maiz

azul obtenidos se liofilizaron y almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

2) Extracto concentrado de polifenoles (EP)
Para la obtencion de extractos concentrados de polifenoles (EP) se utilizé la
metodologia propuesta por Cuevas-Rodriguez y col (2011), con algunas
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Harina de maiz azul

Extracto con MeOH 80% (0.3% ATC)

Extracto Concentrado

Fraccion no polar

|

Particion con Acetato de Etilo

l

Columna Amberlire XDA-7

Fraccion Rica en
Polifenoles (FRP)

Columna
Sephadex- LH-20

Fraccion Rica en
Antocianinas (FRA)

Fraccion Rica en Antocianinas y
Proantocianidinas (FRAP)

Fig. 13. Diagrama para obtener los extractos concentrados de polifenoles,

antocianinas y proantocianidinas a partir de maiz azul liofilizado

Dénde: FRA incluye las fracciones 1-3, las cuales contenian principalmente

antocianinas eluidas con MeOH 80%, FRAP fraccion que contiene principalmente

antocianinas y proantocianidinas eluidas con acetona 70%.
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modificaciones. 10 g de maiz liofilizado se mezclaron en un frasco con 50 mL de
metanol al 80% acidificado [0.3% de ATA (1:5, p/v)] y se filtr6 tres veces a través
de capas multiples de algodén para separar el pigmento purpura. La mezcla
resultante se filtré6 primero en papel Whatman’s de 125 y 40 mm. (Florham Park,
NJ, EUA en condiciones de oscuridad. El extracto hidroalcohdlico colectado se
concentr6 por evaporacion rotatoria (40°C para remover el metanol. El
concentrado acuoso restante se diluydo con acetato de etilo (4:120 mL) para
remover los compuestos liposolubles y el extracto fue de nuevo concentrado para
remover el acetato de etilo. La fraccion acuosa (~120 mL) se aplicé en la parte
superior de una columna cromatografica (30 x 10 cm, Vineland, NJ, EUA)
empacada con resina Amberlite XDA-7 (tamafio del grano, 20-60 mesh, Sigma Life
Science, CO, EUA), previamente acondicionada con agua acidificada (0.3% ATA),
donde la mezcla de polifenoles se adsorbié y se lavé en agua acidificada (0.3%
ATA) para remover los azucares libres, pectinas y otras impurezas. El extracto de
mezcla de polifenoles (EP) se eluy6 de la columna con metanol acidificado (1000
mL) como fase movil. El metanol se evapord en un rotavapor Buchi modelo R-210
con bomba de vacio V-700 conectada a un controlador de vacio V-850 (Buchi
Corp) y posteriormente se liofilizo utilizando una liofilizadora modelo VL-61010
(Labconco Inc., Kansas City, MO, EUA) para asegurar que los restos de humedad
fueran removidos, y finalmente los extractos ricos en polifenoles (EP) se
almacenaron en botellas de vidrio color ambar en congelador (-20°C) hasta su
uso. Las extracciones de muestras de maiz azul se realizaron las veces

necesarias.
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3) Extracto rico de antocianinas

La extraccion de antocianinas se llevo a cabo de acuerdo al método reportado
por Cuevas-Rodriguez y col (2011) con algunas modificaciones. Extractos ricos en
polifenoles (2.0 g) se disolvieron en 5 mL de metanol al 80% (v/v) con ligera
sonicacidn para facilitar la disolucion y después se aplicaron a la parte superior de
una columna cromatografica empacada con resina Sephadex-LH-20 (3 x 30 cm),
previamente preacondicionada con una disolucion de metanol [80% (v/v), 0.3%
ATA]. Se utilizaron dos sistemas de disolventes para eluir los compuestos
polifendlicos de la columna Sephadex: metanol [80% (v/v), 0.3% ATA] y acetona
[70% (v/v)]. Un total de 4 fracciones (50 mL cada una) se colectaron, iniciando
cuando el material purpura comenzé a eluir de la columna. Las primeras tres
fracciones fueron ricas en antocianinas (FRA) y se utilizé6 metanol [80% (v/v), 0.3%
ATA] como fase mdvil para eluir el extracto rico en antocianinas. Para eluir las
fracciones ricas en proantocianidinas (FRAP) de la columna Sephadex-LH-20 se
utilizé6 como fase movil acetona [70% (v/v)]. Los solventes organicos de todas las
fracciones se evaporaron con un rotavapor Buchi modelo R-210 con bomba de
vacio V-700 conectada a un controlador de vacio V-850 (Buchi Corp.) y
posteriormente se liofilizaron utilizando una liofilizadora modelo VL-61010
(Labconco Inc., Kansa City) y finalmente, ambos extractos ricos en antocianinas
(FRA) y en proantocianidinas (FRAP) se almacenaron en frascos color ambar en

un congelador (-20°C) hasta su uso.
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c. Determinacion de compuestos fendlicos totales

Para determinar la concentracion de fendlicos totales de los extractos y de las
harinas se empledé el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, descrito por
Singleton y col (1999). En una placa de 96 celdas, se agregaron 20 yL de una
solucion estandar de acido galico, en las siguientes celdas se agregaron 20 pL del
extracto de fendlicos libres, ligados, extractos de polifenoles y ricos en antocininas.
El estandar y los extractos se mezclaron con 180 pL del reactivo de Folin, la
reaccion se neutralizé con 50 yL Na2CO3 al 7% y posteriormente se incubd en el
espectro, después de 90 min, se registro la absorbancia a 750 nm en un lector de
microplatos (Synergy HT, Biotek Instrument). Se construyé una curva de
calibracion con acido galico. Los resultados se expresaron como mg equivalente
de acido galico (EAG) /100 g de muestra. El contenido de compuestos fendlicos
totales se calcul6 al sumar los compuestos fendlicos presentes en los extractos de

fendlicos libres y ligados. La determinacion se realizé por cuadriplicado.

d. Determinacion de Antocianinas Totales

Las antocianinas totales se determinaron por el método descrito por Abdel-Aal
y Huel (1999) para los extractos de harina de grano de maiz azul y tortillas
nixtamalizadas. Se pesaron 0.1 g de muestra en un vial de 2 mL, se agregé 1 mL
de etanol frio acidificado (95% metanol y 1 N HCI, 85:15, v/v). Posteriormente se
centrifugd a 3000 x g por 10 min, el sobrenadante se recolectd y para los extractos
ricos en polifenoles y antocianinas se utilizé el mismo método descrito por Abdel-
Aal y Huel (1999), pero con ligeras modificaciones. La absorbancia de las

muestras fue registrada a 535 nm y 700 nm en un lector de microplatos (Synergy
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HT, Biotek Instrument). El contenido de antocianinas se calculé de la siguiente
manera: C= ((A535nm — A700nm) / €) x (vol. total de extracto) x PM x (1/peso de
muestra), Donde, C es la concentracion total de antocianina (mg
equivalentes de cianidina-3-glucosido por gramo de muestra), € es la absorcion
molar (cianidina-3-glucosido = 25965 cm-1 M-1) y PM es el peso molecular de

cianidina-3-glucosido, 449.2 g/mol.

8. Determinacién de la capacidad antioxidante

a. Método ORAC

Se prepard una solucién stock de fluoresceina (FL) (1.2 mM) pesando 39.87
mg del reactivo y disolviéndola en 100 mL de una solucion reguladora de fosfatos
(PBS) (75 mM, pH 7.4). De la solucion stock anterior se preparé una segunda
solucion de FL por dilucién (10 uM). La solucion de trabajo de FL (0.1 pM) se
prepar¢ diariamente por dilucién tomando 0.25 mL (250 uL) de la segunda dilucion
de FL en 25 mL de la solucion reguladora de fosfatos (PBS). El generador de
radicales libres (AAPH) (200 mM) se preparé diariamente pesando 207 mg del
reactivo y aforando en un matraz volumétrico de 5 mL con solucion reguladora de
fosfatos (PBS). Se utilizé como estandar de referencia una solucion de Trolox 1
mM (1000 uM) que se prepard a partir de una solucion stock de trolox 5 mM
(almacenada a -20 °C) con PBS. Para el ensayo se transfirieron alicuotas de 25
WL de los extractos de fendlicos libres y ligados (diluidas previamente con PBS) a
una placa de 96 pozos, que se coloco en un lector de microplatos (SynergyTM HY
Multi-Detection, BioTek, Inc., Winooski, VT, EUA), donde fueron dispensados 150

pL de FL (0.1 uM). La placa se agito e incubd a 37 °C por 30 min antes de agregar
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25 pL de la solucion de AAPH. La reaccion se llevo a 37 °C y la flourescencia fue
registrada (485 nm de excitacion y 538 de emision) cada 2 min durante 60 min
para determinar el area neta bajo la curva que genera la pérdida de fluorescencia
(AUC [AUCAOX AUCno AOX] con respecto a un blanco. Una curva de trolox fue
utilizada como estandar (concentracion de 25 a 100 yM). Los datos se expresaron
como micromoles equivalentes de Trolox (ET) por 100 g de muestra en base seca

(Mmol ET /100 g bs) (Ou y col 2001; Prior y col 2003).

b. Método ABTS

Las capacidades antioxidantes de extractos libres y ligados de tortillas
nixtamalizadas y extractos ricos en polifenoles y antocianinas para la eliminacion
de radicales libres se estim6 en términos de la actividad captadora de radicales
libres mediante el ensayo de decoloracién del cation radical ABTS propuesto por
Re y col (1999), el cual se basa en la reduccion del radical ABTS++ por los
antioxidantes presentes en los extractos evaluados. El ABTS se disolvidé en agua
desionizada a una concentracion 7 mM. Una solucion stock del cation radical
ABTS (ABTS++) se gener6 mediante la reaccion de la solucion de ABTS con
persulfato potasico 2.45 mM (concentracion final) y permitiendo que la mezcla
reposara en la oscuridad a temperatura ambiente durante 12 a 16 h antes de su
uso. Una alicuota de la solucién con el radical ABTS++ se diluyé en PBS hasta
alcanzar una absorbancia de 0.7 £ 0.02 a 765 nm. Se tomd una lectura del blanco
y los extractos (20 pL) se transfirieron a una cubeta de plastico y el ensayo se
inicié al adicionar 1980 uL de la solucion ABTS+e. Se registro la absorbancia a 735

nm 15 min después de la mezcla inicial y se calculé la pérdida de absorbancia del
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ABTSe+ respecto a un blanco. Se prepard una curva de calibracion con Trolox y
los datos se expresaron como micromoles equivalentes de trolox (ET) por 100 g

de muestra en base seca (umol de ET/100 g, bs).

c. Método DPPH

La determinacion se llevé a cabo de acuerdo al método descrito por Brand-
Williams y col (1995), con algunas modificaciones. En una microplaca de 96
pozos se afiadieron 5 puntos de curva de trolox (25, 50, 60, 75, 100 uM), 22 pL de
extractos libres y ligados y 200 pL del radical DPPH (150 uM) en metanol. La
mezcla fue agitada y mantenida en oscuridad a temperatura ambiente 30 min. Las
medidas de absorbancia se realizaron a 517 nm (A de maxima absorcion). La
concentracion de DPPH en el medio de reaccién se calculé a partir de una curva
de calibracion obtenida por regresion lineal. Los resultados se expresaron como
actividad antioxidante micromoles equivalente de Trolox/100 g de muestra en base

seca [umol ET/100 gr (bs)]. Las determinaciones se realizaron por cuadruplicado.

e. Caracterizacion de Antocianinas

1) Analisis por Cromatografia de Alta Resoluciéon (HPLC)

La cuantificacion e identificacion de antocianinas se realizé por HPLC. Se
utilizé un equipo HPLC (Perkin Elmer, Alemania), equipado con una columna de
250 mm x 4.6 mm, una columna 18 YMC y un detector UV-visible. El método
consistio en inyectar 10 yL de muestra a temperatura ambiente (25 °C), se midio la
absorbancia a 520 nm. Para el analisis se utilizaron dos fases moviles, la fase (A)
consistié en 5% de acido formico en agua grado HPLC vy la fase (B) 100% de

metanol , el gradiente de elucion utilizado fue: 10, 15, 25, 30, 60, 10 y 10% del
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solvente B, y 0, 5, 15, 20, 25, 45, 47, y 60 min del solvente A. La velocidad de
flujo utilizada fue 1 mL/min, como estandar se utilizé cianidina-3-glucosido. La
identificacion en el extracto de cianidina 3-glucosido se realiz6 por comparacion
del tiempo de retencion, orden de elucion, datos del espectro UV-visible que
presento la muestra y el estandar, el cual consistio en una mezcla de antocianinas,
que fueron extraidas y purificadas de una fuente de origen vegetal de zarzamoras
(Rubus spp.) cultivadas en México, en un trabajo realizado en nuestro grupo de
investigacion por Cuevas-Rodriguez y col (2011). La curva de calibracion consistié
en preparar 4 concentraciones de cianidina-3-o-glucosido (0.005, 0.5, 1y 5

mg/ml). Todos los extractos ricos en antocianinas se analizaron por duplicado.
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Fig. 14. Estandar de cianidina 3 glucésido de zarzamora (Rubus spp.)
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9. CITOTOXICIDAD

a. Cultivo celular

Se cultivaron células RAW 264.7 en botellas cuello inclinado de 75 cm? con
filtro en la tapa. Como medio de cultivo se utiliz6 medio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, Sigma) adicionado con 5% de Suero Bovino Fetal
(FBS) y 1% de solucion antibidtica (10,000 unidades de penicilina, 10 mg de
estreptomicina y 25 ug de anfotericina B/mL, Sigma). Las células se crecieron
en incubacion a 37 °C y atmdsfera humidificada a 5% de CO> hasta obtener el

numero de células necesario para los ensayos.

b. Conteo Celular

Cuando las células llegaron a confluencia del 95%, se retir6 el medio
DMEM y se agregaron 3 mL de tripsina (Sigma), se incubd por 5 minutos en
atmosfera humidificada a 5% de CO2 y 37 °C. Con ayuda de un rastrillo de
cultivo se despegaron las células y la suspension celular se coloco en un tubo
Falcon en proporcion 1:1 con medio de cultivo; se centrifug6o a 1500 rpm
durante 10 min, se desecho el sobrenadante y la pastilla de células obtenida se
resuspendié en 1 mL de medio de cultivo. Para el conteo celular se colocaron
en un vial de 200 pL, 10 yL de azul de Tripano (0.4%) y 10 pL de células en
medio de cultivo nuevo y se mezclé con succion delicada de la pipeta. Se
tomaron 10 pL de la mezcla y se colocaron entre la Camara de Neubauer y un
cubreobjetos, lo que permitié cubrir la superficie cuadriculada de la camara por

medio de capilaridad. Con un microscopio trilocular de contraste de fases
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(innotek/XDS2 modelo SI-PH) se contaron las células que se encuentran en

cada cuadrante de la camara y se aplico la siguiente férmula:

N°. de células/mL = ( C1+C2+C3+C4/4 = 10,000 2 )
1 (C1+C2+C3+C4)/4 =Promedio de N° de células por cuadrante; 10,000
mm3 = Area de la camara de Neubauer; 2 pl = Factor de dilucién del azul de

Tripano.

c. Curva de Proliferacion

La curva de proliferacion es una herramienta ideal para determinar la
correcta densidad de siembra de las células, esta técnica determina la
velocidad de crecimiento y el tiempo mas adecuado para realizar un nuevo

cultivo (Freshuney 2010).

Cuando las células llegaron a confluencia del 95%, se retir6 el medio
DMEM vy se agregaron 3 mL de tripsina (Sigma), se incubd por 5 minutos en
atmosfera humidificada a 5% de CO2 y 37 °C. Con ayuda de un rastrillo de
cultivo se despegaron las células y la suspension celular se coloco en un tubo
Falcon en proporcion 1:1 con medio de cultivo; se centrifug6o a 1500 rpm
durante 10 min, se desecho el sobrenadante y la pastilla de células obtenida se
resuspendié en 1 mL de medio de cultivo. Para el conteo celular se colocaron
en un vial de 200 pL, 10 yL de azul de Tripano (0.4%) y 10 pL de células en
medio de cultivo nuevo y se mezclé con succion delicada de la pipeta. Se
tomaron 10 pL de la mezcla y se colocaron entre la Camara de Neubauer y un
cubreobjetos, lo que permitié cubrir la superficie cuadriculada de la camara por

medio de capilaridad. Con un microscopio trilocular de contraste de fases
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(innotek/XDS2 modelo SI-PH) se contaron las células que se encuentran en

cada cuadrante de la camara y se aplico la siguiente férmula:
N°. de células/mL = ( C1+C2+C3+C4/4 x 10,000 * 2 )

1 (C1+C2+C3+C4)/4 =Promedio de N° de células por cuadrante; 10,000
mm3 = Area de la cdmara de Neubauer; 2 pl = Factor de dilucién del azul de

Tripano.

Para determinar la cantidad de células y tiempo mas apropiados para este
analisis, se utilizo diferentes densidades celulares: 0, 1 000, 5 000, 10 000, 25
000, 50 000, 75 000, 100 000 y 150 000 células por pocillo por cuadruplicado y

tiempos de 24 y 48 hrs de incubacion.

d. Ensayo de citotoxicidad

Para conocer la citotoxicidad de los extractos de 50, 100, 150 y 200 pg/mL
de extractos ricos en polifenoles y antocianinas; Fraccion rica en polifenoles
crudo (FRPC), FRPN, Fraccion rica en Antocianinas Crudo (FRAC) y FRAN, se
sembraron en placas de 96 pozos 5 x 10* células por pozo con un
pretratamiento de 5 h a 37°C y 5% de CO2 con los extractos diluidos en
Dimetilsulfoxido (DMSO) de tal modo que la concentracion final en el pozo
fuera de 0.5% de DMSO. Transcurridas las 5 h, se agrego el estimulo de
inflamacion utilizando 1 yL de LPS de E. coli con una concentracién de 200
pMg/mL para obtener una concentracién final en el pozo de 1 uyg/mL de LPS. Se
dejé en incubacion por un periodo de 19 h a 37°C y 5% de CO2 para completar

un ciclo de 24 h de pretratamiento y proceder a utilizar el kit para ensayos
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toxicologicos in vitro basado en la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH)
(Sigma TOX7). Como controles se utilizaron células, medio, células y LPS,
células y DMSO vy células lisadas; para estas ultimas se utilizd la solucion de
lisis celular 1 h antes de cumplirse las 24 h. Posteriormente, del cultivo celular
se tomaron 50 uL del sobrenadante de cada pozo y se colocaron en una placa
nueva. Se anadieron 100 pyL de mezcla de reaccion (1/3 de solucién de
sustrato de LDH, 1/3 de solucion de tincion de LDH y 1/3 de cofactor de LDH);
se cubrid la placa con aluminio resguardando de la luz y se dejo incubar por 30
min. Para detener la reaccion se agregaron 15 yL de HCI 1 N a cada pozo y se
leyé en un lector de placas ELISA marca RAYTO modelo RT-2100C a una
absorbancia de 490 nm. Los datos se obtuvieron a partir de la absorbancia de
Muerte Maxima como el 100% (Decker & Lohmann-Matthes, 1988; Legrand,

1992).

e. Ensayo de Viabilidad Celular con Azul de Tripano.

Este ensayo permite determinar la cantidad de células no viables (células
muertas con dafo a la membrana) en un cultivo mediante un conteo directo de
las células tenidas con el colorante. Esto se realiza con la finalidad de
completar el ensayo de LDH y determinar de esta manera el tipo de dafio que
ocasiona la exposicion a los tratamientos empleados en los ensayos. Se
establecieron dos tiempos de tratamiento (24 y 48 hrs) y tratamientos de las
Fracciones Ricas en Polifenoles y Antocianinas tanto de grano crudo como de

tortillas nixtamalizadas de maiz criollo azul “Elotero de Sinaloa” con
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concentraciones de 50, 100, 150 y 200 pg/mL en macréfagos RAW 264.7 bajo

la induccidn de un estimulo con LPS de E. coli.

Los macrofagos RAW 264.7 se cultivaron en se sembraron en placas de 96
pozos a una densidad aproximada de 25 000 células/cm? con un
pretratamiento de 8 h a 37°C y 5% de CO2 con los extractos diluidos en
Dimetilsulfoxido (DMSO) de tal modo que la concentracion final en el pozo
fuera de 0.5% de DMSO. Transcurridas las 8 h, se agrego el estimulo de
inflamacion utilizando 1 yL de LPS de E. coli con una concentracién de 200
pMg/mL para obtener una concentracién final en el pozo de 1 uyg/mL de LPS. Se
dejé en incubacion por un periodo de 16 h a 37°C y 5% de CO2 para completar

un ciclo de 24 y 48 h de pre tratamiento.

Después de 24-48 h de incubacion con tratamiento, el medio se retird por
aspiracion y se colectoé en un tubo eppendorf, las células se lavaron con 250 pl
de PBS. Se agregaron 100 pl de tripsina a las células y fueron incubadas a 37
°C por un lapso de 2-4 minutos. Finalizado el periodo de incubacién, se
agregaron 200 pl de medio DMEN suplementado, para inactivar el efecto
digestivo de la tripsina, y se realizé la dispersibn mecanica con una pipeta, se
aspird el contenido y se depositd en el tubo eppendorf correspondiente y
resuspendio. Cabe mencionar que las soluciones y reactivos agregados a las
células al retirarse fueron colectados en un tubo eppendorf por separado con la
finalidad de que el numero total de células no se vea disminuido por el proceso

de manipulacion. De la mezcla final de células se tomaron 20 ul y se mezclaron
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con 20 ul de azul de tripano para realizar el conteo diferencial celular (células

viables y no viables), respecto al numero total de células en cada tratamiento.

f. Analisis estadistico

Para los polifenoles y actividad antioxidante los datos se analizaron
aplicando una ANOVA bifactorial, mediante el paquete estadistico Minitab 16, y
para la comparacion de medias se utilizo la prueba de Tukey con un nivel de

significancia del 95% (p < 0.05).

Para el ensayo de citotoxidad las variables de respuesta se les determino si
cumplian normalidad y homogeneidad de varianzas para todos los
experimentos. Los resultados obtenidos fueron analizados con el programa
estadistico SigmaStat version 3.5 ajustando un Analisis de Varianza de una via
(ANOVA) para grupos independientes con distribucion de error tipo Normal y
para un o = 0.05, se realizé las pruebas post hoc mediante la prueba de Tukey.
Los resultados se expresaron como la media (+ EE) del porcentaje de
absorbancia (ensayo de LDH) y porcentaje de viabilidad (prueba con azul de

tripano) de cada tratamiento.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

A. CARACTERISTICAS FiSICAS DEL GRANO CRUDO DE MAizZ AZUL

En México se tienen pocos estudios referente a la caracterizacion del grano de
maiz criollo azul cultivados en las diferentes regiones del pais. Por ello, es de
suma importancia la evaluacién de estos tipos de maices cultivados en el estado
de Sinaloa. La informacidon sobre sus caracteristicas fisicas permitira aprovechar

mejor estos recursos naturales.

Las dimensiones fisicas de los granos son indicadores de calidad comercial,
manejo y almacenamiento de los mismos, asimismo son un factor importante que
impacta en el proceso de nixtamalizacion tradicional y sus correspondientes
productos (Rooney y Suhendro, 1999). El Cuadro 7 muestra las caracteristicas

fisicas del grano de maiz criollo azul “Elotero de Sinaloa”.

El maiz criollo azul presenté un valor promedio en longitud, ancho y grosor de
1.056, 1.116 y 0.477 cm, respectivamente. Estos valores son similares a lo
reportado por Mora-Rochin y col. (2011) en maiz criollo azul del estado de Sinaloa
quien reporté dimensiones de 0.9, 0.92 y 0.5 cm respectivamente. Asimismo, son
similares a lo reportado por Figueroa-Cardenas y col. (2013), quienes reportan una
revision de los resultados que se han publicado con las caracteristicas fisicas de
los maices nativos de México, con el objetivo de comparar los diferentes grupos

raciales.
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Cuadro 7. Caracteristicas fisicas del grano de maiz criollo azul.

Caracteristicas MCA-512
Dimensiones fisicas (cm)

Longitud 1.056

Ancho 1.116

Grosor 0.477
Peso de 1000 granos (g) 341.966
Peso hectolitrico (kg/hL) 78.188
indice de flotacion (%) 54.66
Dureza Intermedio
Pericarpio remanente 5
Pericarpio (g/100 g, bs) 4.493
Endospermo (g/100 g bs) 85.616
Germen (g/100 g, bs) 8.2
Pedicelo (g/100 g, bs) 1.69

'Las medias se separaron por renglones, aplicando la prueba de rango muiltiple de Tukey. Valores
con la misma letra no son diferentes ( p<0.05). MCA= Maiz criollo azul
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Las diferencias entre las propiedades fisicas de los maices pigmentados podria
atribuirse a la diversidad genética que presentan estos granos, ademas, otros
factores como condiciones climatolégicas de la region, condiciones de cultivo,

entre otros, pueden influir en este tipo de propiedades.

El peso de 1000 semillas indica el tamafio del grano de dicha variedad y el
peso hectolitrico es una medida indirecta de la densidad del grano. El maiz criollo
Azul utilizado en esta investigacion presentd un valor promedio de peso de 1000
granos y peso hectolitrico de 341.96 g y 781.8 kg/L, respectivamente. De acuerdo
a la norma de productos nixtamalizados, NMX-FF-034/1- SCFI12002, los valores de
peso de 1000 granos deben ser mayores a 300 g y superiores a 77 kg /hL, en el
caso del peso hectolitrico. El maiz empleado en nuestra investigacion cumple con
dichas especificaciones, pudiendo ser utilizados en la industria de la masa y la
tortilla. El peso hectolitrico es considerado también un indicador de la calidad del
grano y es una evaluacion rapida que depende principalmente, del reacomodo de

las semillas en el espacio ocupado por estas (Gutiérrez-Dorado y col., 2008).

El indice de flotacién es un parametro que permite diferenciar claramente entre
un grano muy suave (88 a 100%), suave (63 a 87%), intermedio (38 a 62%), duro
(13 a 37%) y muy duro (0 a 12%) (NOM, 2010). El maiz criollo Azul presento6 en su
indice de flotacion un valor promedio de 54.6%, de acuerdo a este valor el maiz en
estudio es considerado como un grano intermedio. De acuerdo con Gaxiola-
Cuevas (2013), en un estudio con 15 genotipos de maiz azul nativos de Sinaloa, el
indice de flotacion mostré valores de 34.7 a 94.7%. El conocimiento de esta

propiedad tecnoldgica es de suma importancia para la industria de la tortilla, ya
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que de esto dependen los tiempos de proceso, asi como las propiedades
fisicoquimicas y sensoriales de la masa y del producto final. La dureza del grano
de maiz se debe a varios factores, como la relacion entre el endospermo corneo y
harinoso, la compactacion de los componentes celulares, el grosor de la matriz
proteinica que rodea a los granulos de almidén y grosor del pericarpio (Gaytan-
Martinez y col., 2004). El maiz apropiado para la industria de la tortilla es un
grano suave, ya que precisa de un menor tiempo de coccion térmico alcalino para
el proceso de nixtamalizacidn en comparacion con un grano duro, el cual es mas
apropiado para la elaboracion de botanas (Fernandez-Morales y col., 2013). De
acuerdo a la NOM (2010), los granos aptos para ser utilizados en la industria de la
masa y la tortilla, son granos suaves, ya que precisan de menores tiempos de
coccidn térmico-alcalino para el proceso de nixtamalizacion, en comparacién con
un grano duro, el cual es mas apropiado para la elaboracion de botanas (Aragon-

Cuevas y col., 2012).

El pericarpio remanente de los maices registro valores de 5 (Cuadro 1). Este
parametro fue evaluado de acuerdo a una escala heddnica del 1 al 5, donde 1
significa que el pericarpio se removio totalmente de todos los granos de maiz
después de 10 minutos de permanecer en una solucion alcalina, y 5 indica que
existio poco cambio en los granos de maiz después de 15 minutos. La presencia
de pericarpio residual es importante pues afecta tanto el color de la masa, como

su textura.

Los porcentajes de pericarpio, endospermo, germen y pedicelo del grano de

maiz azul mostraron valores en base seca de 4.49, 85.61, 8.2, 1.69 g/100 g, bs
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respectivamente. Resultados similares fueron reportados por Lopez-Gastelum y
col (2012), quienes reportaron valores de pericarpio, endospermo, germen y
pedicelo de 4.5, 87.1, 7.4 y 1.5 g/100 g, bs respectivamente, en maiz azul nativo
de Sinaloa. Gaytan (2004) menciona que el porcentaje de pericarpio maximo
tolerado por la industria de las harinas nixtamalizadas es del 4.5 %, por lo que el
maiz azul aqui estudiado, es apto para la industria mencionada, con un porcentaje
de pericarpio de 4.49. De Sinibaldi y Bressani (2001) mencionan que la industria
prefiere bajos porcentajes de pericarpio debido a que éste se elimina con el lavado
después de la nixtamalizacion, por lo que aumenta la pérdida de sélidos si el
porcentaje de pericarpio es elevado, pero no afecta negativamente a la industria
de la masa y la tortilla, ya que las gomas presentes en este componente del grano
confieren calidad a la tortilla (Vazquez y col 2003). El porcentaje de endospermo
es una variable importante para la industria molinera, ya que el producto de la
misma es el endospermo pulverizado para la molienda en seco, o refinado para la
molienda en humedo (Gomez y col 2004). Espinosa y col (2006) mencionan que
los maices pigmentados poseen mayores contenidos de endospermo y mayor
tamano de grano comparado con los maices blancos. En el germen se encuentran
la mayoria de los lipidos del grano, por esto, mientras mayor sea el porcentaje de
germen mayor sera su contenido de aceites, por lo que no son aptos para la
industria de productos nixtamalizados debido a que reducen la vida de anaquel de
los mismos (Acufia 2001; Salinas 2004). Diversos Investigadores (Gaytan 2004;
Salinas y Vazquez 2006) mencionan que el porcentaje de germen maximo
aceptado por la industria de harinas de maiz nixtamalizado es del 12 %, por lo que

el maiz azul evaluado en el presente trabajo es apto para esta industria. En cuanto
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al contenido de pedicelo, Figueroa y col (2012) mencionan que el porcentaje de
pedicelo maximo tolerado por la industria de las harinas nixtamalizadas es de 0.5
%, por lo que el maiz azul en este estudio no seria adecuado para dicha industria,
ya que sobrepasa el porcentaje, sin embargo, también mencionan que el
porcentaje de pedicelo no es un factor limitante para la industria de la masa y la

tortilla.

B. ELABORACION DE TORTILLAS DE MAIZ CRIOLLO AZUL
NIXTAMALIZADO.

Se obtuvieron harinas de maiz criollo azul (A-512) nixtamalizadas aptas para la

elaboracion de tortillas. Las tortillas presentaron propiedades funcionales

(hinchabilidad/rolabilidad) y sensoriales (aceptabilidad) aceptables.

C. NIVELES DE COMPUESTOS BIOACTIVOS EN GRANO CRUDO Y
TORTILLA DE MAIZ AZUL (FENOLICOS TOTALES Y ANTOCIANINAS).
Se estima que los alimentos integrales contienen entre 5,000 y 25,000
fitoquimicos. Entre estos, los compuestos fendlicos han sido ampliamente
estudiados debido a sus diversos beneficios para la salud. Se ha reportado que
estos compuestos poseen propiedades como, antioxidantes, prevencion de
procesos inflamatorios, enfermedades cardiovasculares y anticarcinogénicos
(Sakar y Shetty, 2014). El contenido de fendlicos totales se determind como la
suma del contenido de fendlicos solubles e insolubles en harina de maiz criollo
azul crudo y tortilla nixtamalizada (Cuadro 8). El contenido de fendlicos totales del

grano de maiz sin procesar mostré un valor promedio en base seca de 244.77 mg
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Cuadro 8. Contenido de fendlicos totales y porcentaje de contribucion en maiz
criollo azul y sus tortillas obtenidas por el proceso de nixtamalizacion.

Maiz Producto Contenido Fendlicos Contenido de antocianinas
(mg EAG/100 g, base seca) (mg cianidina 3 glucésido
ECG/100 g, bs)
Libre Ligados Totales Totales
A-512 Crudo 58.562 186.212 244,772 28.392
TN 29.12° 115.42° 144 .54 16.06°
(59%) (57%)

Valores dentro de columnas sin letras en comun son diferentes (p < 0.05); TN =

tortillas elaboradas con maiz nixtamalizado.
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equivalentes de acido galico (EAG/100 g), sin embargo, se mostré un decremento
(p<0.05) cuando el grano fue transformado en tortilla. Este resultado puede ser
atribuido a las caracteristicas del proceso de nixtamalizacion. Durante la etapa de
coccion y remojo existe lixiviacion de compuestos fenodlicos. Los resultados
obtenidos en el contenido de fendlicos totales son similares a lo reportado por
Gaxiola-Cuevas y col (2017) quién reporta en grano de maiz azul y tortilla
nixtamalizada valores promedio en base seca de 244 y 121 mg EAG/100 g,

respectivamente.

El consumo de cereales integrales conlleva a muchos beneficios en la
salud, las diferentes partes anatdmicas que conforman al grano de maiz,
contienen fitoquimicos unicos con propiedades muy especificas en la salud. Como
se pudo observar en los resultados del presente estudio, la fraccion ligada
representa mas del 80% del total de los fendlicos presentes en el grano de maiz.
Diversos estudios mencionan que el fenol que se encuentra en mayor proporcion
en maiz, es el acido ferulico. El acido ferulico, es el fenol mas abundante, forma
conexiones entre los fragmentos de lignina a través de enlaces éter, y con las
arabinoxilanas por medio de enlaces éster. Este acido también forma puentes
diferulico entre las heteroxilanas que constituyen la hemicelulosa de la pared
celular que al no ser digeridos por el estbmago, pueden ser separados de la
matriz de la fibra en el colon debido a la actividad enzimatica del conjunto
bacteriano, y junto con los metabolitos originados de la interaccion entre

substratos y microbiota, pueden quedar solubilizados en el medio y ejercer su
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efecto localmente en el intestino grueso, con un efecto quimiopreventivo en cancer

de colon o por via sistémica al absorberse (Gonzalez-Aguilar y col 2014).

Las antocianinas se encuentran principalmente en el pericarpio y/o capa de
aleurona, siendo la cianidina, pelargonidina y peonidina las de mayor contenido en
maiz azul (Salinas-Moreno y col 2003; Mora-Rochin y col 2016). Ademas son las

responsables del color final de la tortilla de color azul.

La mayor (p < 0.05) concentracion de antocianinas totales se observo en
maiz azul sin procesar (28.39 mg cianidina 3 glucésido ECG/100 g bs) (Cuadro 8).
En un estudio reciente, Mora-Rochin y col (2016) reporté un rango de
antocianinas totales de 14.1 a 34.1 mg cianidina 3 glucésido ECG/100 g bs en
quince genotipos de maiz azul criollo originarios del estado de Sinaloa. La
variabilidad en el contenido de antocianinas en diferentes genotipos de maiz,
podria ser atribuida principalmente a la genética de los granos. Sin embargo,
diversos factores ambientales como luz visible, radiacion ultravioleta, bajas
temperaturas, sequias, estrés hidrico, entre otros, han manifestado inducir la
acumulacion de antocianinas en las plantas (Chalker-Scott 1999). El contenido de
antocianinas totales varia de acuerdo con las técnicas de extraccion y del

germoplasma utilizado, de acuerdo a lo reportado por Salinas y col. (2005, 2013).

La transformacioén del grano de maiz en tortilla nixtamalizada, mostré un
decremento (p < 0.05), en el contenido de antocianinas. La tortilla de maiz criollo
azul presentd un contenido de antocianinas totales de 16.06 mg Cianidina- 3
glucosido ECG)/100 g, bs y una retencidn del 57% respecto al grano sin procesar
(Cuadro 8). Las disminuciones encontradas en este estudio son similares a lo
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reportado por Mora-Rochin y col (2016), quienes en un estudio con tortillas
elaboradas con harinas nixtamalizadas utilizando quince genotipos de maiz azul
nativos de Sinaloa, reportaron valores de antocianinas totales en un rango de 2.1
a 15.5 mg ECG/100 g bs. Sanchez-Madrigal y col (2015) reportaron que las
pérdidas en el contenido de antocianinas se incrementan con el pH alcalino y
elevadas temperaturas, afectando la estabilidad de las antocianinas, el color y

apariencia de la tortilla.

Sin embargo, en un estudio reciente por Hernandez-Martinez y col. (2016)
encontraron un mayor contenido de antocianinas en tortillas de maiz azul
elaboradas por el proceso de nixtamalizacion con un promedio de 30.72 mg de

EGC/100 g, bs.

D. BIOACTIVIDAD DE ANTIOXIDANTES EN TORTILLAS ELABORADAS

CON MAIZ CRIOLLO AZUL.

1. Determinacion de capacidad antioxidante quimica ORAC

La capacidad antioxidante de los granos enteros y sus tortillas producidas por
ambos procesos se evaluaron utilizando ensayos quimicos ORAC, DPPH y ABTS
(Cuadro 9). Los tres ensayos de capacidad antioxidante se basan en diferentes
mecanismos: transferencia de un solo electrén para los métodos DPPH y ABTS y
transferencia de atomos de hidrogeno para el método de ORAC (Huang y col
2005). El primero mide la capacidad reductora de los antioxidantes y el segundo
mide la capacidad donante de atomos de hidrogeno de antioxidantes que rompen
la reaccién radical en cadena. Por lo tanto, los resultados de estos tres ensayos

pueden proporcionar informacién util sobre las propiedades de los antioxidantes
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Cuadro 9. Capacidad antioxidante quimica de maiz criollo azul y tortillas obtenidas por los procesos de nixtamalizacion.

ORAC! DPPH? ABTS?

Maiz Producto Libre Ligado Total Libre Ligado Total Libre Ligado Total
A- Crudo 1,640.0° 7,076.6° 8,716.6° 530.3° 2,383.3* 2,913.7*  889.3* 6,438.9? 7,328.2°
512

TN 1,327.5* 4,263.6* 5591.0° 386.9° 1,623.6> 2,010.5> 717.74* 5,361.5° 6,079.17°
(64%) (69%) (82.9%)

106



contenidos en maiz y tortillas. En general, la actividad antioxidante de las tortillas
azules se encuentra en el siguiente orden: ORAC> ABTS> DPPH.Las
metodologias utilizadas en este estudio se han utilizado ampliamente para medir
la actividad antioxidante en la ciencia de los alimentos. Sin embargo, es
importante mencionar que no pueden compararse porque cada uno mide la
inhibicion de diferentes radicales. En el Cuadro 9 se muestra la capacidad
antioxidante total del maiz azul crudo y tortillas utilizando las pruebas ORAC,
DPPH y ABTS. Los valores promedio oscilaron entre 8,716.6-5,591.0, 2,913.7-
2,010.5,y 7,328.2-6,079.2 pumol ET / 100g bs, respectivamente. Estos resultados
son similares a lo reportado por Gaxiola-Cuevas y (2017) (7,481-7,661 y 10,230-

10,878 y umol TE/100 g, bs), para maiz azul procedente del estado de Sinaloa.

Independientemente del método utilizado, para evaluar la actividad
antioxidante de fendlicos en tortillas de maiz criollo azul, se observdé que el
proceso de elaboracion de tortilla causé decrementos (p < 0.05) del 36, 31y 17.05

% en su actividad antioxidante por los métodos ya mencionados.

En esta investigacion se obtuvieron valores de 8,716.63 ymol ET / 100 g, bs,
en maiz azul crudo y 5591.05 ET / 100 g, bs, en tortilla, mediante la técnica de
ORAC, estos resultados son similares a lo reportado por Gaxiola-Cuevas (2017)
donde reportd valores de actividad antioxidante por el método de ORAC en grano

crudo y tortilla rangos de 10,058 y 5,941.3 ymol ET / 100 g, bs.

Por otro lado, los resultados encontrados por el método de DPPH y ABTS en

tortilla fueron de 2,010.51 y 6,079.174 ymol ET / 100 g, bs, valores similares a lo
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reportado por Gaxiola-Cuevas (2017) (1903.7 y 6281.6 ymol ET / 100 g, bs), en

tortillas elaboradas por harinas nixtamalizadas por los mismos métodos.

Los métodos de ABTS y DPPH se basan en diferentes mecanismos. La
reactividad de los compuestos fendlicos es dependiente de las estructuras
quimicas que lo conforman (Zhao y col., 2008). Por lo tanto, los resultados

obtenidos por diferentes métodos pueden ser sesgados.

En general la técnica de DPPH proporciona valores mas bajos relacionados
con Trolox que ABTS, debido a una mayor estabilidad, de igual forma indica

menor reactividad del radical de DPPH.

En mecanismos descritos se conoce que el radical DPPH reacciona con
polifenoles (catequinas, proantocianidinas), pero no con los acidos fendlicos y
azucares (Kaneda y col 1995). Por lo tanto, la absorbancia cuantificada en las
actividades antioxidantes determinada por DPPH y ABTS, son parcialmente
diferentes. La principal ventaja del radical ABTS es su alta reactividad, de tal
manera que la capacidad de reaccion quimica es con una gama mas amplia de
antioxidantes en comparacion con el método DPPH. Esto podria conducir a

resultados imparciales (Floegel y col 2011).

La elevada capacidad antioxidante presente tanto en grano crudo como en
tortilla, podria estar directamente relacionada con la concentracion de compuestos
bioactivos, tales como, antocianinas y fendlicos, ya que estos son considerados

potentes antioxidantes.
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E. NIVELES DE COMPUESTOS BIACTIVOS EN FRACCIONES RICAS DE
POLIFENOLES Y ANTOCIANINAS EN GRANO CRUDO Y TORTILLA DE
MAIizZ AZUL

El contenido de fendlicos totales del grano de maiz para las diferentes
fracciones (FRP, FRA y FRAP) fueron de 26.5, 22.3 y 15.6 mg equivalentes de
acido galico (EAG/g EL) respectivamente, sin embargo, se mostré un decremento
(p<0.05) cuando el grano fue transformado en tortilla para la fraccion rica en
polifenoles (FRP) y fraccion rica en antocianinas (FRA) de 16.9 y 14.6 mg
equivalentes de acido galico (EAG/g EL). Por otro lado para la fraccion rica en
antocianinas y proanticianidinas (FRAP) mostré un incremento de 5 veces (80.8
mg EAG/g EL)) con respecto a la fraccion del grano crudo azul. Este incremento
pudiera indicar que el tratamiento térmico causa cambios en la matriz del grano de
maiz con la consecuente liberacion a su forma libre de los compuestos ligados a
pared celular (Xu y Chang 2009; Hiemori y col 2009). Los cambios en el contenido
de fendlicos en tortilla dependen del tipo de proceso aplicado. Algunos reportes
mencionan incrementos, asi como degradacion de estos compuestos, los
diferentes resultados dependen de diversos factores, asi como tipo de material
utilizado, tratamiento térmico, y la presidon y energia empleadas en dicho
tratamiento (loannou y col 2012). De acuerdo a nuestros resultados, se observa
que es posible la preservacion e incremento de estos compuestos en tortillas

obtenidas por el proceso de nixtamalizacion.

La mayor (p < 0.05) concentracion de antocianinas totales se observé en la

fraccion rica en polifenoles (FRP) en maiz azul sin procesar (8.86 mg cianidina 3
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glucésido/g EL) (Cuadro 10). Por otro lado, en la fraccidn rica en antocianinas y
proantocianidinas (FRAP) de tortilla nixtamalizada se observé la mayor cantidad
de antocianinas totales (11.63 mg Cianidina-3-glucdsido/g EL). Sin embargo, se
observd un decremento cuando el grano fue transformado en tortilla para la
fraccion rica en polifenoles (FRP) y fraccion rica en antocianinas (FRA) de 4.28 y

3.85 mg Cianidina- 3-glucdsido/g EL, respectivamente.

La variabilidad en el contenido de antocianinas en maiz azul, podria ser
atribuida principalmente a la genética del grano. Sin embargo, diversos factores
ambientales como luz visible, radiacion ultravioleta, bajas temperaturas, sequias,
estrés hidrico, entre otros, han manifestado inducir la acumulacion de antocianinas
en las plantas (Chalker-Scott 1999). Asimismo, Salinas y col. (2005, 2013),
mencionan que el contenido de antocianinas totales varia de acuerdo con las

técnicas de extraccion y del germoplasma utilizado.

Sanchez-Madrigal y col (2015) reportaron que las pérdidas en el contenido
de antocianinas se incrementan con el pH alcalino y elevadas temperaturas,

afectando la estabilidad de las antocianinas, el color y apariencia de la tortilla.

Los cambios en el contenido de antocianinas en tortilla dependen del tipo
de proceso aplicado. Algunos reportes mencionan incrementos, asi como
degradacion de estos compuestos, los diferentes resultados dependen de
diversos factores, como tipo de material utilizado, tratamiento térmico, y la presion
y energia empleadas en dicho tratamiento (loannou y col 2012). De acuerdo a
nuestros resultados, se observa que es posible la preservacién e incremento de
estos compuestos en tortillas obtenidas por el proceso de nixtamalizacion.
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Cuadro 10. Caracterizacion fitoquimica y actividad antioxidante de las fracciones ricas en antocianinas y ricas en

polifenoles.
Maiz Producto Contenido Fenodlicos Antocianinas DPPH ABTS
(mg EAG/g EL) (mg cianidina 3 glucésido/g EL) (umol ET/g EL) (umol ET/g EL)
Totales Totales Total Total
FRP 26.52 8.92 161.32 7,558.62
A-512 Crudo FRA 22 3a 7 .42 79.6° 6,573.4b
FRAP 15.6° 2.5b 163.22 3,946.2°¢
FRP 16.9 4.3b 79.2° 5,516.82
A-512 FRA 14.6b 3.8P 74.9° 5,631.0°
Nixtamalizado
FRAP 80.92 11.62 695.92 8,258.2°b

111



F. BIOACTIVIDAD DE ANTIOXIDANTES DE FRACCIONES RICAS EN
POLIFENOLES Y ANTOCIANINAS EN GRANO CRUDO Y TORTILLA DE

MAIZ AZUL.

1. Determinacién de capacidad antioxidante quimica (ORAC, DPPH,
ABTS)

En el Cuadro 11 se muestra la capacidad antioxidante total de las fracciones
ricas en polifenoles (FRP), fracciones ricas en antocianinas (FRA) y fraccion rica
en antocianinas y proantocianidinas (FRAP). Se observaron valores promedio de
161.31, 79.61 y 163.23 uymol ET /EL, respectivamente para grano azul sin
procesar. En el caso de la tortilla nixtamalizada, se observé un decremento para la
fraccion rica en polifenoles (FRP) y fraccibn rica en antocianinas vy
proantocianidinas (FRAP) del 49.11% y 94.10%, sin embargo para la fraccion rica
en antocianinas y proantocianidinas (FRAP) incrementé mas de 4 veces (695.9
pumol ET /EL) en comparacion con la fraccidn del grano sin procesar, mediante la

técnica de DPPH.

Por otro lado, los resultados encontrados por el método de ABTS en el grano sin
procesar para la fraccion rica en polifenoles (FRP) fue de 7,558.6 umol ET /EL,
6,573.4 para la fraccion rica en antocianinas (FRA) y 3946.2 ymol ET /EL para la
fraccion rica en antocianinas y proantocianidinas (FRAP). Sin embargo, en la
tortilla nixtamalizada para la FRAP incremento 2 veces mas (8,258.2 ymol ET /EL)
en comparacion con la fraccion del grano sin procesar. En el caso de la fraccion
rica en polifenoles y fraccion rica en antocianinas se observaron 73% y 85.7% de

retencion, respectivamente.
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Cuadro 11. Actividad antioxidante de las fracciones ricas en antocianinas y ricas
en polifenoles.

Maiz Producto DPPH ABTS
(nmol ET/g EL) (umol ET/g EL)
Total Total
FRP 161.32 7,558.62
A-512 Crudo FRA 79.6P 6.573.4b
FRAP 163.22 3,946.2°
FRP 79.2b 5,516.8P
A512 FRA 74.9b 5,631.0°

Nixtamalizado

FRAP 695.92 8,258.22
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La elevada capacidad antioxidante presente tanto en grano crudo como en
tortilla, podria estar directamente relacionada con la concentracion de compuestos
bioactivos, tales como, antocianinas y fendlicos, ya que estos son considerados

potentes antioxidantes.

En nuestro estudio, consideramos que en la extraccién y purificacion de
antocianinas de maiz y tortilla azul, no co-eluyeron otros compuestos interferentes
como acidos fendlicos y otro tipo de flavonoides. En este sentido, la contribucion
de otro tipo de compuestos que pudieran estar presentes en el extracto rico en
antocianinas suponemos es minima. Por lo que presumimos que la actividad
antioxidante es debido al efecto sinérgico de la mezcla de antocianinas de ambos

extractos.

Debido a que no encontramos en la literatura reportes que evaluaran la
actividad antioxidante de extractos ricos de antocianinas provenientes de maiz
azul y sus productos, comparamos los resultados aqui encontrados con valores
reportados para frutas ricas en antocianinas, como es el caso de la zarzamora,
asi, el valor encontrando de actividad antioxidante medida por DPPH fue mayor a
lo encontrado para maiz azul y tortilla, lo que es de esperarse debido
principalmente a que estas frutas contienen una concentracion superior de
antocianinas, ya que ha sido reportado que la actividad antioxidante es
directamente proporcional al contenido total de antocianinas presentes en la

muestra, asi como a la naturaleza quimica de estas (Heinonen y col 1998).

Diversos estudios han sugerido que el contenido de antocianinas y su actividad
antioxidante contribuyen con un efecto protector contra las enfermedades crénicas
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degenerativas, su ingesta diaria va de 180 a 215 mg por dia (Abdel Aal y col
2006), estos valores nos dan una idea de la importancia bioldgica que estas

representan.

G. HPLC

La cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) es una técnica analitica
ampliamente utilizada en el analisis estructural de alimentos, especialmente en la
separacion e identificacion de compuestos polares, solubles en agua, térmolabiles
no volatiles. Esta metodologia presenta ventajas tales como facil manejo,
excelente separacion, alta sensibilidad y tiempos de analisis relativamente cortos
(Kennedy y Waterhouse 2000). Por lo tanto, esta técnica, representa una opcién
ideal para la identificacion de compuestos como las antocianinas (Castafieda
Ovando y col 2010; Yang y Zhai 2010; Harakotr y col 2014). En este sentido, en la
presente investigacion, se realizd el analisis de antocianinas en grano de maiz
azul y su producto (tortilla) con el fin de evaluar el efecto del proceso de

nixtamalizacion en el perfil de las mismas.

En el cromatograma de HPLC (Fig 15) se puede observar diferencias en el
numero de picos y la intensidad de los mismos entre las fracciones analizadas.
Las fracciones del grano crudo mostraron mayor numero de compuestos que su

correspondiente fraccidn nixtamalizada.
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Ademas, al comparar entre fracciones (polifenoles y antocianinas) se observo

un incremento en el nimero de senales en las fracciones de antocianinas.

Los espectros de UV de cada uno de los picos, mostré espectros
caracteristicos de antocianinas con maximos de absorcion a 520 nm. De manera
general, todas las fracciones presentaron un perfil muy similar, destacando cuatro
picos principales a los 26.35, 32.75, 34.95 y 45.71 min, estos tiempos de retencion
coinciden con lo reportado en estudios previos de nuestro grupo de trabajo
(Cuadro 12). Menchaca-Armenta y col (2016), analizaron el perfil de antocianinas
en maiz azul mediante ESI-MS, identificando como antocianinas principales a
cianidina-3-glucésido (26.35 min), pelargonidina-3-glucésido (32.75 min),
peonidina-3-glucésido (34.95 min) y pelargonidina-3-(6""malonilglucésido) (45.71
min, confirmando la presencia de las mismas en nuestras fracciones.
Adicionalmente, la antocianina mayoritaria (26.35 min) se confirmdé por
comparacion con el estandar de cianidina-3-glucésido. Esta antocianina ya ha sido
reportada como mayoritaria en maices azules mexicanos y americanos (Collison y

col 2015; Mora-Rochin y col 2016), lo que coincide con nuestros resultados.

Considerando a la antocianina mayoritaria, la cuantificacion se report6 como
equivalentes de cianidina-3-glucosido (Cuadro 12). Al comparar la concentracion
de las antocianinas de la fraccion de polifenoles de grano crudo y tortilla
nixtamalizada, se observo una retencion de la antocianina mayoritaria entre 40 y
86%. La concentracion de cianidina-3-glucésido se retuvo en un 86% en la
fraccién de polifenoles, mientras que en la fraccion de antocianinas fue del 100%,

incluso en esta ultima se reporté una concentracion mayor (Cuadro 12), lo cual
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Cuadro 12. Antocianinas detectadas en HPLC

mg Eq C3G/1 g Fraccion

Pico TB Fraccion 1 .Fraccic’>.n 1 Fraccion 2 .Fraccié.n 2
(min) Crudo Nixtamalizada Crudo Nixtamalizada

1 25.46 1.91 - - -

2 26.35 12.60 11.17 4.71 5.96
3 27.78 2.27 2.34 - -
4 28.34 2.86 2.40 - -
5 29.03 3.19 2.06 1.97 2.07
6 29.52 - 1.95 2.24 2.19
7 30.68 2.49 2.23 2.29 2.01
8 31.20 2.91 2.15 - -
9 32.02 - -

10 | 32.76 7.40 3.16 2.20 2.29
11 33.28 2.01 1.95 2.22 2.05
12 | 34.18 2.66 2.15 1.98 2.00
13 | 34.95 5.30 2.57 4.46 3.02
14 | 35.54 2.05 - 2.06 2.03
15 | 36.24 2.70 - - -
16 | 36.62 2.31 - 4.13 3.50
17 | 37.04 1.99 - - -
18 | 37.86 2.14 - 2.46 2.07
19 | 38.16 - - 2.15 -
20 | 38.46 - - 2.06 1.94
21 38.87 - - 2.07 -
22 | 39.44 1.94 - 2.07 1.98
23 | 40.24 - - 1.98 -
24 | 40.52 - - 2.02 -
25 | 41.59 2.58 2.19 - -
26 | 42.14 2.03 - 4.25 -
27 | 43.37 - - 4.15 4.12
28 | 44.68 - - 2.78 2.14
29 | 45.71 - - 2.35 1.98
30 | 46.27 - - 1.97 -
31 49.34 - - 2.01 -
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mas que un incremento, podria deberse a una menor degradacion de la
antocianina durante el procedimiento de purificacion cromatografico. Es importante
resaltar, el alto porcentaje de retencion de las antocianinas después del proceso
de nixtamalizacién. Sin embargo, un comportamiento diferente se observo al
realizar la determinacion de antocianinas totales por el método colorimétrico
desarrollado por Abdel-Aal y Huel, en 1999, en donde Ia tortilla retuvo
solamente un 25% del contenido total de antocianinas y en la fraccién de
polifenoles de la tortilla nixtamalizada (FRPN), mantuvo el contenido de la
cianidina 3 glucosido, sin embargo lo que se presume como pelargonidina-3-
glucosido, peonidina-3-glucésido,cianidina-3-(6""- succinilglucésido), cianidina-3-
(6""-malonilglucésido) y pelargonidina-3-(6""'malonilglucésido)  disminuyeron
minimamente su cantidad en comparacion con la Fraccion Rica en Polifenoles
(FRPC) del grano crudo. Adicionalmente, algunos picos de las fracciones de
granos crudos no se observaron en las fracciones de tortillas nixtamalizadas. Esto
puede ser atribuido a que las antocianinas son susceptibles a la degradacion ante
condiciones de luz, temperaturas y pH elevados, condiciones que involucra el
proceso de nixtamalizacion, lo que afecta directamente la estabilidad de las

estructuras de estos compuestos (Castafieda-Ovando y col 2010).

Por otra parte, la cianidina-3-glucosido en la Fraccion 1 Crudo (12.60 mg Eq
C3G/1 g Fraccion) y Fraccion 1 nixtamalizada (11.16 mg Eq C3G/1 g Fraccion)
disminuye 2.67 y 1.87 veces su concentracion en comparacion con la Fraccion 2
cruda (4.71 mg Eq C3G/1 g Fraccion) y Fraccion 2 nixtamalizada (5.96 mg Eq

C3G/1 g Fraccion), esto podria ser atribuido que al momento de someter las
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fracciones 1 del grano crudo y nixtamalizado (F1C y F1N) en la segunda resina de
Sephadex, las antocianinas pudieron haberse degradado ya que son susceptibles
ante condiciones de luz, temperatura y pH elevados, condiciones que involucra la
extraccion por la segunda resina (Sephadex), lo que afecta directamente la

estabilidad de las estructuras de estos compuestos.

La determinacién e identificacion de antocianinas pudiera parecer una labor
relativamente simple cuando se emplea HPLC, sin embargo, la falta de estandares
es una gran desventaja, y en muchos casos dificulta el conocer la identidad de una

sefal en particular.

H. Curva de Proliferacion

Se realizd una curva de proliferaciéon para determinar las caracteristicas de
crecimiento de las células Raw 264.7 en cultivo y se ajustdé con los datos del
experimento una proyeccion semilogaritmica de la concentracién de las células
versus la absorbancia (Fig. 16 y 17). Se registr6 que la fase exponencial del
cultivo no finaliza. Este efecto se debe al origen de las células, puesto que son
células que continuan el proceso de proliferacion de manera lenta, en lugar de
verse inhibido su crecimiento debido a la confluencia, o morir por agotamiento de
nutrientes como sucede con las células normales en el medio de cultivo. Con esta
informacion se realizaron los calculos para determinar la cantidad de células que
se emplearon tanto en el experimento de viabilidad con LDH (Lactato
Deshidrogenasa), asi como también en el ensayo de azul de tripano. En ambas
técnicas se utilizé una densidad aproximada de 25 000 cel/cm? y se determiné un

lapso de 24 h posteriores al sembrado para comenzar los experimentos, con la
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Fig. 16 b. Concentracion celular de Raw 264.7 en 24 hrs de incubacion.
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Fig 17. Curva de proliferacion celular Raw 264.7 cultivadas en DMEN
suplementado. Relacion semilogaritmica del concentrado de células vs

absorbancia en 24 hrs de incubacion.
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finalidad de que las células se adhieran y se encuentren con una confluencia del
80% aproximadamente, y que disminuya su tasa de proliferacion, al estar cerca de

alcanzar la meseta.

I. Citotoxicidad de Extractos ricos en polifenoles y antocianinas de maiz
criollo azul “Elotero de Sinaloa” sobre Macrofagos RAW 264.7
inducidos con LPS

Un indicador importante de toxicidad celular es la enzima Lactato

Deshidrogenasa (LDH). Cuando una célula se encuentra dafiada, liberan al medio
extracelular la enzima LDH citoplasmatica y al encontrarse de forma activa en el
sobrenadante celular, es capaz de generar NADH (Holder y col 2012), lo que
cataliza la reaccidn generada por la conversion de sales de tetrazolium a azul de
formazan. Esta reaccion genera un color rosado que puede medirse por
absorbancia y es proporcional a la muerte celular. La muerte celular puede
calcularse mediante porcentaje con respecto al control de muerte maxima (lisis)

(Vijayakumar y Ganesan 2012) (Fig. 18).

Los extractos ricos en polifenoles Fraccion Rica en Polifenoles Crudo (FRPC),
Fraccion Rica en Polifenoles Nixtamalizado (FRPN), Fraccion Rica en
Antocianinas Crudo (FRAC) y Fraccion Rica en Antocianinas Nixtamalizado
(FRAN) fueron evaluados a 50, 100, 150 y 200 pg/mL en macrofagos RAW 264.7

bajo la induccion de un estimulo con LPS de E. coli.

Las concentraciones de la diferentes fracciones ricas de polifenoles crudo y
nixtamalizada (FRPC y FRPN) y fracciones ricas antocianinas crudo vy
nixtamalizado (FRAC y FRAN) no mostré diferencia significativa entre

123



e
HO=C=H

LDH
=0
]
CH. cH
Lactato / \ Piruvato
NAD” NADH
1
N=— : N-NQ
O s
N=N

(1
N N
N

N
Catilisis O
NO- NO.
Formazan

Tetrazolium
(Rojo) (Amarillo)

g

- -

Fig. 18. Reaccion enzimatica que permite la cuantificacion de dafo y muerte
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concentraciones con un 27% de actividad LDH, siendo menor a la actividad celular
basal de 62%:; la concentracion en FRPC con menor lisis celular fue la de 150

pug/mL, al igual que en la Fraccion Rica en Polifenoles Nixtamalizado (FRPN).

Sin embargo, para la Fraccion Rica en Antocianinas Crudo (FRAC) la mejor
concentracion para una menor lisis celular fue la de 150 y 200 pg/mL y para la

Fraccion Rica en Antocianinas Nixtamalizado (FRAN) fue de 100 ug/mL (Fig. 19).

La citotoxicidad de extractos naturales esta ligada al tipo de compuestos
que contiene, es decir, a mayor cantidad de flavonoides glicosilados en un
extracto, este tiende a presentar actividad citotoxica. Las cuatro concentraciones
utilizadas de 50, 100, 150 y 200 pg/mL de cada fraccion rica en polifenoles y
antocianinas no se considera que tenga un efecto citotoxico (Walle 2007; Applova

y col 2017).

En este sentido se reporta que cualquier incremento significativo en el nivel
de actividad de la enzima LDH puede indicar daino celular o muerte durante el
tratamiento (Vijayakumar y Ganesan 2012), por lo que es evidente que los
extractos ricos en polifenoles y antocianinas de grano crudo y nixtamalizado de
maiz criollo azul mantienen el porcentaje del control basal celular, y presentan
diferencia significativa con respecto al control de lisis, estos extractos no
presentan un efecto citotoxico a las concentraciones ya mencionadas, por lo que
es posible considerar los extractos ricos en polifenoles y antocianinas para probar

su efecto en estudios in vitro o in vivo.
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Figura 19. Actividad de la enzima Lactato Deshidrogensa (LDH) como indicador

de citotoxicidad.

El grafico muestra un control de muerte maxima (lisis), un control celular (C)
con y sin estimulo inflamatorio LPS y los tratamientos con extractos ricos en
polifenoles y antocianinas; Fraccion Rica en Polifenoles Crudo (FRPC), Fraccién
Rica en Polifenoles Nixtamalizado (FRPN), Fraccion Rica en Antocianinas (FRAC)
y Fraccion Rica en Antocianinas Nixtamalizado (FRAN) a 50, 100, 150 y 200
pug/mL. El porcentaje es la media * error estandar de la absorbancia a 490 nm de

tres replicas biologicas y fueron calculados con respecto al control de lisis celular.
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J. Viabilidad Celular con Azul de Tripano

El ensayo de exclusién con azul de tripano mostro a las 24 h de tratamiento,
una disminucion en el porcentaje de viabilidad de las células tratadas en la
concentracion de 150 pg/mL tanto de extractos crudos y nixtamalizados de maiz

criollo azul, mientras que el control — (negativo) no registro viabilidad (Fig. 20).

Después de 48 h de tratamiento, se observd disminucion en el porcentaje de
viabilidad de las células tratadas en la concentracion de 200 pg/mL en extractos
crudos y nixtamalizados. Pero en el resto de los grupos fueron homogéneos, sin
embargo, es notorio que hay decremento de la viabilidad celular en todos los
tratamientos. Esto puede ser por el agotamiento de nutrientes en el cultivo. Esto
indica que los extractos crudos y nixtamalizados en las diferentes concentraciones

empleadas no aumento la muerte celular.
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Porcentaje de viabilidad con azul de tripano (24 h)
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Fig. 20. Valores promedio (+ DE) del contraste entre tratamientos del
efecto de los extractos crudos y nixtamalizados, en células Raw 264.7 tras

24 h de tratamiento.
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Porcentaje viabilidad celular con azul de tripano (48 h)
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IX. CONCLUSIONES
1. Las caracteristicas fisicas del grano de maiz azul se encuentran dentro del
rango establecido por la industria para ser utilizado en la industria de la masa y la

tortilla.

2. Los compuestos fendlicos totales presentes en maiz maiz azul y tortilla
estuvieron en el rango de de 244 y 144 mg EAG/ 100 g bs, respectivamente. Las
tortillas azules retuvieron el 59 % del contenido total de fendlicos con respecto al

grano crudo.

3. La mayor parte de los compuestos fendlicos (>80%) en grano crudo y tortilla

se encuentran en forma ligada.

5. El contenido total de antocianinas fue de 28.39 y 16.06 mg (ECG)/100 g bs,
para maiz azul y tortilla respectivamente. Las tortillas azules retuvieron el 57 % del

contenido total de antocianinas con respecto al grano crudo.

6. Las antocianinas identificadas en maiz azul y tortilla nixtamalizada empleando la
técnica de HPLC-DAD fueron la cianidina-3-glucésido, pelargonidina-3-glucdsido,
peonidina-3 glucdsido y pelargonidina-3-(6""-malonilglucésido), siendo cianidina-3-
glucésido la antocianina mayoritaria. El proceso de nixtamalizacion y de
elaboracion de tortilla afecto de manera moderada presentando porcentaje de
retencion 40 y 80%. La disminucion de antocianinas en la fraccion sometida a un
segundo procedimiento de purificacion podria estar asociada a una degradacion
de las mismas debido al mayor tiempo de exposicion a la luz, temperatura y

cambios de pH durante el proceso.
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7. Las tortillas azules incrementaron su actividad antioxidante, con respecto al
grano crudo. Esto demuestra que el proceso incrementa la biodisponibilidad de los

compuestos bioactivos.

8. La rica composicion en polifenoles y antocianinas en los extractos evaluados,
no influyé sobre citotoxicidad y viabilidad de macrofagos. Las concentraciones 50,
100, 150 y 200 pg/mL de las diferentes fracciones de polifenoles y antocianinas tanto
para grano crudo Yy tortilla nixtamalizada de maiz criollo azul no mostraron efecto

citotdxico sobre las células.
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