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RESUMEN

México es uno de los paises mas importantes en el consumo de maiz, con una gran tradicion
en su cultivo y fuerte arraigo en su consumo, por constituir la base alimentaria de la poblacion.
El presente trabajo tuvo como objetivos determinar la cantidad total de compuestos fendlicos y
evaluar la actividad antioxidante de genotipos de maiz. Se analizaron 39 muestras de maiz
pertenecientes a dos fuentes de germoplasma (6 poblaciones y 33 cruzas simples
experimentales). La determinacion total de fenoles se realiz por el método de vainillina, las
antocianinas por el método de Andel-Aal y Huvl y la actividad antioxidante se evalué por el
método de DPPH. Se realiz6 la comparacion entre los dos grupos de materiales genéticos con
base en el andlisis de varianza y con la informacion de las 33 cruzas simples se realiz6 un
analisis genético. Se encontraron diferencias estadisticas (P< 0.01) entre el grupo de
materiales genéticos en el contenido de compuestos fendlicos, antocianinas y actividad
antioxidante. El genotipo 15*53 obtuvo el valor méas alto (29.975 Eq. (+) catequina mg g™) y
el genotipo 19*42 el mas bajo (4.445 Eq. (+) catequina mg g) en el contenido de compuestos
fenolicos, ambos pertenecientes a las cruzas simples. En el analisis de efectos individuales, la
hembra 15 (24.449 Eq. (+) catequina mg g™) obtuvo los valores mas altos y la hembra 19 los
mas bajos (9.899 Eq. (+) catequina mg g™*), mientras que para la variable antocianinas el
genotipo 1313 mostrd los mejores resultados (205.39 mg kg™) y le genotipo 2049 los peores
(1.15 mg kg™), la hembra 13 mostré los mejores resultados (5.036 mg kg™) y la hembra 15 los
peores (2.738 mg kg™*), ambos pertenecientes a las poblaciones. La actividad antioxidante del
genotipo 1313 fue mayor con 18.741 de ARA y el genotipo 2049 la menor con 1.640 de ARA,
la hembra 13 obtuvo la mayor actividad antioxidante (9.499 de ARA) y le hembra 15 la menor
(4.427 de ARA). Con base en los resultados obtenidos se deduce que la cantidad de
compuestos fendlicos totales presentes en las muestras de maiz no esta relacionada de de
manera directa con la actividad antioxidante y el contenido de antocianinas (r = -0.028 y
r = 0.071, respectivamente), mientras que para la capacidad antioxidante y el contenido de
antocianinas existe una correlaciéon de r = 0.612**. Los compuestos fendlicos, las antocianinas
y la actividad antioxidante lograron diferenciar a los materiales genéticos con base en su

composicion quimica y caracteristicas del grano de maiz. En el analisis genético, las lineas



provenientes de la poblacion enana (usadas como hembra) son las que determinan la mayor

proporcion de la varianza en las cruzas simples.

Vi
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I. INTRODUCCION

El consumo de cereales, vegetales, frutas, flores y legumbres pigmentadas se ha asociado
con la contribucion a la reduccion en la incidencia de enfermedades crénicas degenerativas
como lo son la diabetes, el cancer, enfermedades cardiovasculares y la obesidad (Rao et al.,
2001).

El maiz es la planta mas domesticada del reino vegetal. Ha sido, por mucho, la base de
la alimentacion de los mexicanos desde las culturas prehispanicas (White y Jonson, 2003).
Investigaciones recientes han dado a conocer informacion convincente de que el pigmento de
los diferentes maices aparte de poder ser utilizado como un pigmento natural, se le han
atribuido algunas actividades bioldgicas, dentro de las que destaca su actividad antioxidante
(Pozo-Insfran et al., 2006; Adom y Liu, 2002). Un antioxidante es cualquier sustancia que,
cuando esta presente en bajas concentraciones comparado con el sustrato oxidable, disminuye
significativamente o inhibe la oxidacion de ese sustrato (Halliwell, 1995). Ejemplos de
sustratos oxidables son las proteinas, los lipidos, los glucidos y el ADN (Auroma et al., 1999).
Dentro de las sustancias antioxidantes existen varios compuestos, entre los mas estudiados
estan los polifenoles, antocianinas y flavonoides (Rao et al., 2001). Propiedades y capacidades
que se han demostrado mediante el uso de varios ensayos, entre los que esta el ensayo del 2,2-
difenil 1-picril hidrazilo (DPPH), el cual presenta la ventaja de ser un ensayo a corto plazo,
que permite evaluar la actividad antioxidante de extractos con potencial biolégico (Brand-
Williams et al., 1995).

La importancia de este estudio radica en que a pesar de que el maiz es parte importante
de la dieta del mexicano, existe poca informacién cientifica respecto a su uso como una fuente
natural de antioxidantes. Por lo que un andlisis adecuado de los compuestos fenolitos del maiz,
puede ayudar a determinar la capacidad antioxidante del grano y su potencial uso en la

industria como un alimento funcional.



Objetivos

Generales
Determinar los compuestos fendlicos totales y evaluar de la actividad antioxidante de 39

genotipos de maiz (Zea mays L.).

Especificos
Determinar la cantidad total de compuestos fendlicos por el método de vainillina.
Determinar la cantidad total de antocianinas por el método citado por Abdel-Aal y Hucl
(1999).
Evaluar la actividad antioxidante mediante el método 2,2-difenil-1-picril hidrazilo
(DPPH).



I1. REVISION DE LITERATURA

1. El maiz (Zea mays L.)

La planta domesticada del género Zea, pertenece a la familia Gramineae, de la
subfamilia Andropogonaceae, tribu maidea, identificada como Zea mays L., es mejor conocida
como maiz. Su nombre significa “lo que proporciona la vida” y es originario de Las Antillas
(Reyes, 1990; White y Jonson, 2003).

2. Importancia

Su importancia se realza en América ya que a este continente se le atribuye el origen
central del maiz (Mangelsdorf y Lister, 1956; White y Jonson, 2003). ElI maiz ha formado
parte importante en la vida politica, cultural, social y religiosa de los pueblos mesoamericanos.
En la actualidad el maiz sigue formando parte importante para muchos paises en sus habitos
alimentarios, en la economia o como forraje; es por esto que ha sido objeto de estudio a escala
global. EI maiz ocupa el tercer lugar como cereal de produccion e importancia, ya que el
primero y segundo lugar los ocupan el arroz (Oryza sativa L.) y el trigo (Triticum aestivum
L.), respectivamente. Los paises productores de esta graminea son Estados Unidos de
Norteamérica, China y Brasil (Taba et al., 2004). En el afio 2006 en México la produccion fue
de 21,816,400 toneladas (INEGI, 2007).

3. La semilla del maiz
La semilla estd compuesta principalmente de cinco partes anatdmicas como se puede
observar en la Figura 2.1 que son: el pericarpio, la aleurona, el pedicelo, el endospermo y el

germen (Zazueta et al., 2002).

3.1. El pericarpio
Es la verdadera cubierta o cascara del grano, compuesta por todas las capas exteriores
del grano. El pericarpio estd compuesto por una capa de cuticula cerosa que cubre a la

epidermis; ambas retar dan la absorcion de humedad al interior del grano (White, 2003).



El mesocarpio compuesto por células alargadas y estrechamente adheridas con
numerosas cavidades que proveen interconexiones capilares entre todas las células facilitando
la absorcion de agua. La porcion mas interna del pericarpio estd compuesta por células
cilindricas unidas estrechamente a la capa aleurona (capa celular que rodea completamente al
grano y cubre tanto al endospermo cdémo al germen). El pericarpio constituye

aproximadamente el 5-6 % en peso seco del grano (White, 2003).
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Figura 2.1 Estructura del grano de maiz segun Zazueta et al. (2002).

3.2. La aleurona

Esta compuesta por una capa simple de células de pared celular finas que se encuentra
rodeando al endospermo y al germen. Algunas veces es mas delgada en la regién entre el
germen y el endospermo que en el resto de la semilla. Las células de aleuronas son ricas en
cuerpos proteicos discretos y lipidos; representa el 2.2 % en peso seco del grano (White,
2003). Otros autores han reportado que en la capa de aleurona se encuentra la mayor
concentracion de antocianinas en los maices pigmentados (Straus, 1960; Hernandez-X y
Alanis-Flores, 1970).

3.3. El pedicelo

Representa aproximadamente el 0.8 % del grano y es la estructura celular con la que el



grano se encuentra unida al olote. Estd compuesto de haces vasculares que terminan en la
porcion basal del pericarpio; consta de una capa exterior de abscision que sella la punta del
grano maduro; a esta capa le sigue una serie de células parenquimatosas en forma de estrellas,
ligadas por sus puntas, formando una estructura fragil y porosa, conectadas con la capa de
células cruzadas del pericarpio. Esta estructura es responsable de la absorcion de liquidos del

pedicelo al pericarpio (Watson, 1987; Jackson y Shandera, 1995).

3.4. El endospermo

Estd compuesto por células alargadas con paredes delgadas de material celulésico,
empacadas con granulos de almidon (de 5 a 30 um) sumergidos en una matriz proteica
continua (almidon-proteina). La union e integridad estructural entre la proteina y los granulos
de almidon hace completamente duro al grano de maiz. EI endospermo estad compuesto de dos
regiones: una harinosa y otra cornea, generalmente en una relacién de 2 a 1. La region
harinosa del endospermo se caracteriza por células grandes, por granulos grandes y redondos
con una matriz proteica delgada. El endospermo corneo tiene pequefias células, pequefios
granulos de almidon y una densa matriz proteica. EI endospermo constituye aproximadamente
el 82-84 % del grano en peso seco (White, 2003).

3.5. El germen.

Es el embrion u 6rgano reproductor del grano y estd compuesto por plimula, radicula y
escutelo. El escutelo constituye el 90 % del germen y funciona como un almacén de
nutrientes, enzimas y hormonas que son movilizadas durante la germinacién hacia la plumula;

aqui se almacenan del 81-85 % total del aceite del grano (White, 2003).

4. Composicion quimica y aspectos nutricionales

Los principales componentes quimicos del maiz son carbohidratos, proteinas, lipidos,
vitaminas, minerales, fibra cruda y otras sustancias organicas libres de nitrdgeno. Esta
composicion quimica del maiz varia de acuerdo a las condiciones climatoldgicas, a la variedad
y dentro de las distintas zonas del mismo grano su composicion varia de un lugar a otro
(Zazueta et al., 2002).



4.1. Carbohidratos
Al igual que todos los cereales, el maiz es una fuente importante de carbohidratos.

Estos quimicos se dividen en simples y complejos.

4.1.1. Carbohidratos simples

Los azlcares constituyen aproximadamente el 2 % del peso total del grano; cerca del
65 % de éstos se encuentran en el germen y el 69 % de los carbohidratos del germen son
almidén (Jackson y Shandera, 1995). Ademas, contienen monosacaridos (D-fructosa y D-
glucosa) libres, disacaridos coémo sacarosa y maltosa, trisacaridos como rafinosa y

oligosacaridos (Boyer y Shannon, 1987; Jackson y Shandera, 1995).

4.1.2. Carbohidratos complejos

Generalmente representan un poco mas del 71.5 % del peso total del grano. Los
polisacaridos de mayor importancia en el maiz son los estructurales y los de reserva. Los
carbohidratos estructurales son aquellos componentes que forman parte de la estructura de las
paredes celulares del grano. Estos carbohidratos son sustancias pécticas, hemicelulosa,
celulosa y lignina (Boyer y Shannon, 1987; Jackson y Shandera, 1995). Los carbohidratos de
reserva (almidon) son polisacaridos de almacenamiento energéetico de gran importancia en el
maiz. Se encuentran principalmente en el endospermo (86 a 89 %) y, en menor cantidad, en el
germen, pericarpio y pedicelo. Los granulos de almidon contienen aproximadamente un 73 %
de amilopectina 'y un 27 % de amilosa (Boyer y Shannon, 1987; Jackson y Shandera, 1995).

4.2. Proteinas

Las proteinas representan aproximadamente el 10.3 % del grano integral,
encontrandose principalmente en el endospermo (18.8 %) y el germen (9.4 %) (Jackson y
Shandera, 1995). La distribucion de las proteinas en el maiz es de 8 % albuminas (proteinas
solubles en agua), 9 % de globulinas (solubles en soluciones salinas), 40 % de glutelinas
(solubles en hidroxido se sodio) y 39 % de prolaminas (zeina) (Paredes-L6pez y Saharépulos-
Paredes, 1983).

El maiz, como todos los cereales, es deficiente en los aminoacidos esenciales lisina y



triptéfano. Sin embargo, tanto las albuminas, como las globulinas y las glutelinas del maiz
contienen un apropiado balance de aminoacidos esenciales y presentan un alto contenido del

aminoacido esencial leucina (Wright, 1987).

Algunas variedades de maices modificados o hibridos (opaco 2, QPM) presentan un
aumento considerable del valor de la lisina y triptéfano con respecto al maiz normal (Paredes-

Lopez y Sahardpulos-Paredes, 1983).

4.3. Lipidos

Constituyen aproximadamente el 4.8 % del peso total del grano. Se encuentran en
mayor proporcién en el germen, aproximadamente el 84 % de los lipidos del grano y el 16 %
restante se encuentra en el endospermo. Casi todos los lipidos del maiz son triacilglicéridos
libres y los principales acidos grasos que los componen son el linoléico con 50 %, el oléico
con 35 %, palmitico 13 %, estearico menos del 4 % y linolénico menos del 3 % (Weber, 1987;
Jackson y Shandera, 1995).

4.4, Vitaminas
El maiz contiene principalmente dos vitaminas liposolubles. La vitamina A
(caroteno) con un contenido promedio de 2.5 mg/kg y la vitamina E con 36 mg/kg, con

deficiencias en niacina y vitaminas del complejo B (Watson, 1987).

4.5. Minerales

La mayor parte de los minerales del maiz se encuentran en el germen. ElI mas
abundante es el fosforo que representa el 0.08 % del grano integral. Otros elementos
inorganicos que constituyen al grano son el potasio y el azufre, que se encuentran en forma

organica como componentes de los aminoécidos azufrados (Watson, 1987).

4.6. Compuestos fenolicos
Los compuestos fendlicos constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas,
considerados metabolitos secundarios de las plantas, con diferentes estructuras quimicas y

actividad, englobando mas de 8,000 compuestos distintos. Se les ha encontrado principalmente



en el pericarpio, aleurona, endospermo y embrion, (Nakatani et al., 1979; Ortega y Gonzalez,
1989; Fossen et al., 2001; Pascual et al., 2002; Jing y Giusti, 2005).

5. Los compuestos fenolitos en plantas

Los compuestos fenolicos considerados como metabolitos secundarios, constituyen
uno de los grupos de micronutrientes presentes en plantas que son parte importante de la dieta
humana y animal (Martinez-Valverde et al., 2000). Su forma més frecuente es la de polimeros
o lignina insoluble, mientras que su presencia en los tejidos animales esta relacionada con el
consumo e ingestion de alimentos vegetales (Shahidi y Naczk, 1995). La distribucion de los
compuestos fendlicos en los tejidos y células vegetales varia considerablemente de acuerdo al
tipo de compuesto quimico que se trate, situandose en el interior de las células o en la pared
celular (Dai et al., 2005).

Sus principales funciones en las células vegetales son las de actuar como metabolitos
esenciales para el crecimiento y reproduccion de las plantas, y como agentes protectores frente

a la accidn de patdgenos, siendo secretados como mecanismo de defensa (Butler, 1992).

Los compuestos fendlicos estan relacionados con la calidad sensorial de los alimentos
de origen vegetal, tanto frescos como procesados (Clifford, 1992). Su contribucién a la
pigmentacion de los alimentos vegetales estd claramente reconocida, a través de las
antocianidinas, responsables de los colores rojo, azul, violeta, naranja y purpura de la mayoria
de las plantas y de sus productos (Shahidi y Naczk, 1995; Belitz y Grosch, 1988). Ademas, la
reaccion de oxidacion de los compuestos fenolicos hacia la formacién de quinonas, catalizada
por las enzimas polifenol oxidasas, produce un pardeamiento enzimatico en los alimentos,
fendmeno de vital importancia para asegurar la calidad de frutas y verduras durante el
procesado (Shahidi y Naczk, 1995). Igualmente los compuestos fendlicos, y en concreto los
taninos condensados o proantocianidinas se asocian con la astringencia que presentan muchas

de las frutas comestibles antes de la maduracion (Shahidi and Naczk, 1995).

En la actualidad este grupo de compuestos fitoquimicos presenta un gran interés
nutricional por su contribucion al mantenimiento de la salud humana. Asi, muchas de las

propiedades beneficiosas descritas en los alimentos de origen vegetal, asociadas



principalmente a la actividad antioxidante, estan relacionadas con la presencia y con el

contenido de compuestos fenodlicos (Rao et al., 2001).

5.1. Estructura quimica y clasificacion

Quimicamente, los compuestos fenolicos son sustancias quimicas que poseen un anillo
aromatico, un anillo benceno, con uno o mas grupos hidroxido incluyendo derivados
funcionales como ésteres, metil ésteres, glicdsidos, entre otros (Tsimidou, 1998). La
naturaleza de los polifenoles varia desde moléculas simples como los acidos fendlicos hasta
compuestos altamente polimerizados, como los taninos. Se presentan en las plantas en forma
conjugada con uno o mas residuos de azucar unidos a los grupos hidroxilos, aunque en
algunos casos se pueden producir uniones directas entre una molécula de azlcar y un carbono
aromatico. La forma mas comun de encontrarlos en la naturaleza es como glicésidos, siendo

solubles en agua y solventes organicos (Shahidi y Naczk, 1995).

Los azUcares asociados a los polifenoles pueden ser monosacéridos, disacaridos o
incluso oligosacaridos. Los compuestos a los que se encuentran unidos con mas frecuencia
son: glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa, y acidos glucurénico y galacturénico.
También pueden encontrarse unidos a acidos carboxilicos, &cidos organicos, aminas, lipidos y

a otros compuestos fendlicos (Bravo, 1998).

Segun Harbome (1989) los compuestos fenolicos se pueden agrupar en diferentes
clases dependiendo de su estructura quimica basica, describiendose a continuacién aquellas

con un mayor interés nutricional:

5.1.1. Fenoles, acidos fenolicos y acidos fenil acéticos

Dentro de este grupo los fenoles simples como el fenol, cresol, timol y resorcinol estan
ampliamente distribuidos entre todas las especies vegetales. Igualmente, los acidos fendlicos
tales como el galico, vainillinico y p-hidroxibenzoico, también son abundantes en plantas
superiores y helechos. Por el contrario existe poca informacion en la literatura cientifica sobre

los acidos fenil acéticos en los vegetales (Belitz y Grosch, 1988).



5.1.2. Acidos cinamicos, cumarinas, isocumarinas y cromonoles

Los é&cidos cinamicos (cafeico, ferulico, p-cumaérico y sinaptico) se encuentran
raramente libres, ya que por regla general se hayan presentes en forma de derivados. Asi por
ejemplo, el acido cafeico se encuentra esterificado con el &cido quinico como &cidos
clorogénico, isoclorogénico, neoclorogenico y criptoclorogénico (Belitz y Grosch, 1988). Las
cumarinas e isocumarinas se encuentran generalmente en forma de glicésido (Bravo, 1998),
mientras que los cromonoles son menos conocidos, y se forman a partir de las antocianidinas

ante incrementos del pH del medio (Belitz y Grosch, 1988).

5.1.3. Lignanos y neolignanos

Son metabolitos de las plantas de bajo peso molecular formados por el acoplamiento
oxidativo de unidades de p-hidroxi fenilpropano, las cuales se unen mediante puentes de
hidrégeno. Son mondmeros y dimeros del acido hidroxicinamico y también del alcohol
cinamico, propenilbenceno y alilbenceno. El término lignano se aplica cuando el compuesto
estd formado a partir de uniones entre el acido y/o el alcohol, mientras que cuando se unen las
moléculas de propenilbenceno y/o alilbenceno la molécula resultante se denomina neolignano
(Harbome, 1989).

5.1.4. Flavonoides

Los flavonoides constituyen el grupo mas importante dentro de esta clasificacion,
dividiéndose en varias subclases con mas de 5000 compuestos (Shahidi y Naczk, 1995),
siendo los polifenoles mas distribuidos en las plantas. Son sustancias polifendlicas de bajo
peso molecular que comparten el esqueleto comun de difenilpiranos: dos anillos benceno
unidos a través de un anillo pirona o piran heterociclico. Esta estructura basica presenta o
permite una multitud de sustituciones y variaciones en el anillo pirona dando lugar a
flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanololes, isoflavonoides, catequinas, calconas,
dihidrocalconas, antocianidinas, leucoantocianidinas o flavandiol y proantocianidinas o
taninos condensados (taninos no hidrolizables). Dentro de todos estos grupos las flavonas (p.e.
apigenina, luteolina y diosmetina), los flavonoles (p.e. quercitina, mirecitina y kampferol) y

sus glicosidos son los compuestos mas abundantes en vegetales (Hertog et al., 1993).

10



5.1.5. Taninos

Los taninos pueden clasificarse en dos grupos: taninos hidrolizables y no hidrolizables
0 taninos condensados. Los taninos condensados tienen como nucleo central un alcohol
polihidrico como la glucosa, y grupos hidroxilo que se encuentran esterificados parcial o
completamente bien con el acido galico o bien con el acido hexahidroxidifenico, formando los
galotaninos y elagitaninos, respectivamente. Tras la hidrolisis con acidos, bases o ciertas

enzimas, los galotaninos dan glucosa y acido galico (Chung et al., 1998).

6. Compuestos fenolicos encontrados en maiz

En recientes estudios se ha reportado la presencia de (+) catequina, acido ferulico libre
y esterificado, acido p-cimarico, &cido galico (Pozo-Insfran et al., 2006), antocianinas no
aciladas como la pelargonidina-3-glucésido, y la peonidina-3-glucésido (Styles y Ceska, 1972;
Fossen et al., 2001; Jing y Giusti, 2005; Salinas et al., 2005); antocianinas aciladas entre las
cuales se puede citar: la cianidina-3-malonilglucésido y la cianidina-3-dimalonilglucésido
(Fossen et al., 2001; Salinas et al., 2005).

7. Cuantificacion de compuestos fenolicos

La cuantificacién e identificacion de los componentes fendlicos de la dieta ha
despertado un gran interés por su importancia nutricional, lo que ha hecho que cada dia sean
mas los datos que se pueden encontrar en la bibliografia cientifica sobre el perfil fenolico de
los alimentos. Ademas, la gran diversidad de compuestos fenolicos dispersos en los tejidos
vegetales, asi como sus diferentes estructuras quimicas, ha traido consigo la necesidad de
desarrollar un gran nimero de técnicas analiticas para su identificacion y cuantificacion. Pero
hasta a hora ningiin método desarrollado es cien por ciento confiable para la cuantificacién de
todos los compuestos fendlicos y que ademéas puede ser aplicada a la amplia gama de
productos alimentitos existentes. Estos analisis se pueden clasificar como los que determinan
el contenido total de los fenoles o aquellos que cuantifican un grupo o una clase especifico de
compuestos fendlicos (Deshpande y Chervan, 1987; Jackman et al., 1987; Makkar, 1989).
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7.1. Métodos utilizados en la cuantificacion de compuestos fenolitos

De manera general se pueden clasificar en tres categorias: Técnicas
espectrofotométricas las cuales han sido desarrolladas para la determinacion del contenido de
compuestos fendlicos en materiales vegetales (Naczk et al., 1992); ensayos ultravioletas
basado en que cada grupo de compuestos fendlicos se caracteriza por tener una o varias
absorbancias méaximas a distintas longitudes de onda dentro del espectro ultravioleta y por
ultimo técnicas cromatograficas que han permitido la separacion, aislamiento, purificacién e
identificacion de compuestos fendlicos (Jackman et al., 1987; Karchesy et al., 1989) asi como
el estudio de la interaccion entre los polifenoles y otros componentes de los alimentos (Oh et
al., 1985).

7.1.1. Técnicas espectrofotométricas

Numerosos métodos espectrofotométricos han sido desarrollados para la determinacion
del contenido de compuestos fendlicos en materiales vegetales. Estos métodos pueden
cuantificar todos los compuestos fenolicos extraibles como grupo o pueden determinar una
sustancia fendlica especifica como la sinapina o el &cido sinapico (Naczk et al., 1992) o una
clase determinada de compuestos fendlicos como los acidos fendlicos (Price et al., 1978;
Brune et al., 1991). Entre este tipo de técnicas, los metodos usados comunmente para
determinar polifenoles en alimentos destacan el ensayo de la vainillina para la determinacién
de compuestos flavan-3-ol, dihidrocalconas y proantocianidinas que tienen una union simple
en la posicion 2,3 y poseen grupos metahidroxi libres en el anillo B (Swain and Hills, 1959;
Price et al., 1978; Goldstein y Swain, 1963; Gupta y Haslam, 1980) y los ensayos de Folin-
Denis y Folin-Cicocalteu para la cuantificacion de polifenoles totales en alimentos vegetales y
en bebidas (Brune et al., 1991; Hoff y Singleton, 1977; Singleton et al., 1985).

7.1.1.1. Ensayo de la vainillina

El método de la vainillina es ampliamente utilizado para la cuantificacion de los
proantocianidinas (taninos condensados) en frutas (Goldstein y Swain, 1963) y deteccion de
taninos en sorgo (Prince et al., 1978), el frijol y legumbres (Deshpande y Cheryan, 1985;
Mejia et al., 2003).
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La prueba de la wvainillina es especifica flavan-3-ol, dihidrocalconas y
proantocianidinas que tienen una union simple en la posicion 2,3 y poseen grupos metahidroxi
libres en el anillo B (Swain and Hills, 1959; Price et al., 1978; Goldstein and Swain, 1963;
Gupta and Haslam, 1980). La (+) catequina es un monomero flavan-3-ol que se usa
frecuentemente como estandar en analisis de la vainillina (Price et al., 1978). El metanol es un
solvente generalmente usado para la prueba de la vainillina. El analisis de la vainillina se
reconoce generalmente como método util para la deteccion y la cuantificacion de taninos
condensados en los materiales de planta debido a su sensibilidad, especificidad, y simplicidad
(Deshpande y Cheryan, 1987).

Este método se basa en la condensacion de la vainillina con los proantocianidinas en
soluciones &cidas. La vainillina reacciona con el anillo del flavonoide en la posicién 6 o 8. El
producto intermedio de esta reaccién deshidrata facilmente para pasar de un rosa claro al
producto de color rojo oscuro. El ensayo de la vainillina se debe de realizar en la oscuridad y
bajo una temperatura controlada y obtener asi resultados exactos y repetibles (Gupta y
Haslam, 1980).

7.1.1.2. Método de Abdel-Aal y Huel (1999)
Es método simple y répido para determinacion de antocianinas totales; y se ha utilizado en
cultivos como el frijol (Aparicio- Fernandez et al., 2004), maiz (Veles, 2004; Agama-Acevedo

et al., 2004), trigo y otros cereales.

8. Compuestos fenolicos y su actividad antioxidante

La capacidad antioxidante descrita para distintos polifenoles se puede considerar como
la actividad bioldgica responsable del efecto preventivo que se les atribuye sobre determinadas
enfermedades frecuentes en los paises desarrollados como son la enfermedad cardiovascular y

el cancer epitelial (Wang et al., 1996; Hertog et al., 1995).

La actividad antioxidante de los compuestos fenolicos tiene interés desde un punto de
vista tecnoldgico y nutricional (Berra et al., 1995). Asi, los compuestos fendlicos intervienen
como antioxidantes naturales de los alimentos, por lo que la obtencidén y preparacion de

alimentos con un alto contenido en estos compuestos supone una reduccién en la utilizacién de
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aditivos antioxidantes, a la vez que se obtienen alimentos mas saludables, que incluso pueden
llegar a englobarse dentro de los alimentos funcionales. Desde un punto de vista nutricional,
esta actividad antioxidante se asocia con su papel protector en las enfermedades
cardiovasculares y en el cancer, asi como en procesos de envejecimiento por lo que esta siendo

intensamente estudiado mediante ensayos "in vivo™ e "in vitro™ (Tsimidou, 1998).

Los antioxidantes son compuestos que inhiben o retrasan la oxidacién de otras
moléculas mediante la inhibicion de la propagacion de la reaccion de oxidaciéon. Los
antioxidantes pueden clasificarse en naturales o sintéticos, estando estos ultimos en desuso
debido a estudios que les atribuyen efectos carcinégenos (Ito et al., 1983; Velioglu et al.,
1998).

El comportamiento antioxidante de los compuestos fenolicos parece estar relacionado
con su capacidad para quelar metales, inhibir la lipoxigenasa y captar radicales libres, aunque
en ocasiones también pueden promover reacciones de oxidacion "in vitro". Los compuestos
fendlicos actian como prooxidantes quelando metales, bien de manera que mantienen o
incrementan su actividad catalitica o bien reduciendo metales, incrementando asi su capacidad

para formar radicales libres de los perdxidos (Decker, 1997).

Para que un compuesto fendlico sea clasificado como antioxidante debe cumplir dos
condiciones basicas. La primera es que cuando se encuentre en una concentracion baja con
relacion al sustrato que va a ser oxidado pueda retrasar, enlentecer o prevenir la autooxidacion
o la oxidacién mediada por un radical libre. La segunda es que el radical formado tras el
secuestro sea estable y no pueda actuar en oxidaciones posteriores. Entre los compuestos
fendlicos con una reconocida actividad antioxidante destacan los flavonoides, los &cidos
fenolicos (principalmente hidroxicinamico, hidroxibenzoéico, caféico, clorogénico), taninos
(elligataninos), calconas y cumarinas, los cuales constituyen la fraccion polifendlica de una
gran diversidad de alimentos (Pratt, 1992; Pratt y Hudson, 1990).

Para comprender mejor la actividad fisiologica de estos compuestos se debe tener en
cuenta que la capacidad antioxidante varia en funcion del grupo de compuestos estudiados y

de su solubilidad en fase acuosa o lipidica. Asimismo, la gran diversidad de métodos
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empleados proporcionan resultados numéricos distintos dificiles de comparar (Martinez-
Valverde et al., 2000).

8.1 Métodos para evaluar la actividad antioxidante

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante, ya sea in vitro o in
vivo (Robards et al., 1999). Una de las estrategias mas aplicadas en las medidas in vitro de la
capacidad antioxidante total de un compuesto, mezcla o alimento, consiste en determinar la
actividad del antioxidante frente a sustancias cromogenas de naturaleza radical; la pérdida de
color ocurre de forma proporcional con la concentracion. No obstante, las determinaciones de
la capacidad antioxidante realizadas in vitro nos dan tan sélo una idea aproximada de lo que

ocurre en situaciones complejas in vivo (Arena et al., 2001; Moyer et al., 2002).

La capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada solo por la suma de las
capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes; también depende del
microambiente en que se encuentra el compuesto. Los compuestos interactian entre si
pudiendo producirse efectos sinérgicos o inhibitorios. Por otra parte, es necesario considerar
que los ensayos in vivo pueden presentar algunos inconvenientes, como la adaptabilidad en

respuesta al aumento del estrés oxidativo (Robards et al., 1999; Satue-Gracia et al., 1997).

Los métodos mas aplicados son ABTS y DPPH (Arnao, 2000; Prior et al., 1998).
Ambos presentan una excelente estabilidad en ciertas condiciones, aunque también muestran

diferencias.

8.1.1 Método del DPPH
El andlisis de la actividad antioxidante usando al DPPH, se ha utilizado en pulpas de frutos
comerciales congelados (Kuskoski et al., 2005), salvado de trigo (Yu et al., 2003; Igbal et al.,
2007), extractos metandlicos de plantas de la familia Euphorbiacea (Kumaran y Karunakaran,
2007), cuticula de frijol (Aparicio-Fernandez et al., 2005), uvas (Lohachoopo et al., 2004;
Nakajica et al., 2004), lechuga (Liu et al., 2007), te negro y rojo (Lee et al., 2003).
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La actividad de compuestos especificos o extractos usando el radical libre estable 2,2-
difenil 1-picril hidrazilo (DPPH) en una solucion metandlica fue evaluada por Brand-Williams
et al., (1995). La reduccion del DPPH es monitoreada mediante la disminucion en la
absorbancia a una longitud de onda caracteristica. En su forma de radical libre, el DPPH
absorbe a 515 nm y al sufrir una reduccion por parte de un antioxidante, la adsorcién
desaparece. La desaparicion del DPPH proporciona una medida que estima la capacidad del
compuesto de prueba para atrapar radicales libres. EI modelo que explica esta actividad en un

compuesto se ejemplifica con la ecuacion siguiente:

DPPH + (AH), — DPPH-H + (A),

Donde:

AH= Es un antioxidante que dona &tomos de hidrégeno, dando como resultado
radicales con una estructura molecular més estable, deteniendo asi la reaccion en cadena.

A= Es el nuevo radical libre formado, que puede interactuar con otro radical formando
mas moléculas estables como DPPH-A, A-A.

n= Se relaciona con la presencia de dos antioxidantes o grupos de antioxidantes
difiriendo en su velocidad para atrapar radicales libres ya sea rapida o lenta.

Con esto se podria explicar que en condiciones experimentales la cinética de
desaparicion de DPPH se comporta como una ecuacion de segundo orden (Bondet et al., 1997,
Espin et al., 2000):

DPPH = DPPH, ™
Donde:
DPPH= Concentracion del radical libre a cualquier tiempo.
DPPH,= Concentracién del radical libre a tiempo cero.
K= Constante cinética de reaccion de segundo orden dependiente de la concentracion
de antioxidante
t= Tiempo.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacidn se desarrollo en el laboratorio de Toxicologia, de
la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de Querétaro y en el
laboratorio de Analisis de los Materiales del Centro de Investigacion de Estudios Avanzados

del Instituto Politécnico Nacional Unidad Querétaro.

Material genético

Los genotipos de maiz (Zea mays L.) utilizados para llevar acabo el trabajo de
investigacion (Cuadro 1), fueron generados a través de la cruza de lineas endogamicas (%)
derivadas de una poblaciéon enana, por lineas QPM (&), como parte del proyecto de
investigacion “Estudio de los componentes genéticos y fisiologicos asociados con caracteres
de calidad en cinco grupos heteréticos de maiz” apoyado por CONACyT con la clave 41264-
Z. Las lineas de la poblacion enana (Identificada con los nimeros 11, 13, 15, 16, 17, 18 y 19)
fueron proporcionadas por el programa de bajio del Instituto Mexicano del Maiz (UAAAN), y
las lineas QPM (ldentificada con los nimeros 41, 42, 52, 53 y 56) fueron proporcionadas por

el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT).

De los materiales genéticos utilizados, 33 corresponden a las cruzas entre lineas

endogamicas y seis testigos (Cuadro 3.1), dando un total de 39 genotipos estudiados.

Preparacion de las muestras
Las muestras de maiz fueron molidas y posteriormente cribadas en una malla de 0.5
mm con la finalidad de homogenizarlas. La harina obtenida fue depositada en bolsas de papel

celofan con su respectiva identificacion.



Cuadro 3.1 Genotipos utilizados en el trabajo de investigacion.

Materiales genéticos Color Origen Afio
Cruzas simples
11%41 Blanco Tepalcingo 2005
11*42 Blanco Tepalcingo 2005
11*52 Blanco Tepalcingo 2005
11*53 Blanco Tepalcingo 2005
11*56 Blanco Tepalcingo 2005
13*41 Blanco Tepalcingo 2005
13*52 Blanco Tepalcingo 2005
13*53 Blanco Tepalcingo 2005
13*56 Blanco Tepalcingo 2005
15*41 Blanco Tepalcingo 2006
15%42 Blanco Tepalcingo 2006
15*52 Blanco Tepalcingo 2006
15*53 Blanco Tepalcingo 2006
15*56 Blanco Tepalcingo 2006
16*41 Blanco Tepalcingo 2005
16%42 Blanco Tepalcingo 2005
16*52 Blanco Tepalcingo 2005
16*53 Blanco Tepalcingo 2005
17*41 Blanco Tepalcingo 2005
17%42 Blanco Tepalcingo 2005
17*52 Blanco Tepalcingo 2005
17%53 Blanco Tepalcingo 2005
17*56 Blanco Tepalcingo 2005
18%41 Blanco Tepalcingo 2005
18*42 Blanco Tepalcingo 2005
18*52 Blanco Tepalcingo 2005
18*53 Blanco Tepalcingo 2005
18*56 Blanco Tepalcingo 2005
19*41 Blanco Tepalcingo 2005
19%42 Blanco Tepalcingo 2005
19*52 Blanco Tepalcingo 2005
19%53 Blanco Tepalcingo 2005
19*56 Blanco Tepalcingo 2005
Testigos
1313 (Poblacién azul) Azul Tepalcingo 2005
2045 (CAFIME) Blanco Tepalcingo 2005
2046 (Poblacion tropical) Blanco Tepalcingo 2005
2047 (CML287) Amarillo Tepalcingo 2005
2048 (6221) Blanco Tepalcingo 2005
2049 (6222) Blanco Tepalcingo 2005
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Experimento 1. Determinacion de compuestos fenolicos

1.1. Extraccion de compuestos fendlicos por el método de metanol.

El protocolo empleado para la extraccion de los compuestos fenolicos fue el
descrito por Cardador-Martinez et al. (2002).

1.1.1. Preparacion de muestras

Se pesaron 0.2 g de harina de maiz y se depositaron en un matraz Erlemeyer, al cual
se le afiadieron 10 mL de metanol (100 %). ElI matraz fue cubierto con papel aluminio,
tapado, sellado con papel parafilm y agitado por 24 horas; posteriormente la muestra fue
centrifugada a una velocidad de 4500 rpm, a una temperatura de 4 °C, por un tiempo de 10

min y decantada cuidadosamente.

La muestra fue depositada en un tubo de plastico previamente cubierto con papel
aluminio, tapada, sellada con papel parafilm y almacenada en un congelador hasta su

utilizacion.

1.2. Cuantificacion de compuestos fendlicos mediante el ensayo de la vainillina.
Los compuestos fenolicos fueron expresados como equivalentes de (+) catequina

(mg g™) y cuantificados segtn lo descrito por Deshpande y Cheryan (1987).

1.2.1. Preparacion de los reactivos
Solucidn de (+) catequina.
Se pesaron 0.008, 0.006, 0.004, 0.002 y 0.001 g de (+) catequina, cada uno de los

cuales se afor6 a 10 mL con metanol (100 %).
Solucion de vainillina (1 %).

Se peso 1 g de vainillina 'y se aforé a 100 mL con metanol (100 %), se cubrio6 de la

luz y se almacend en el congelador.
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Acido clorhidrico al 8 y 4 %.

Se tomaron 21.5 de &cido clorhidrico al 37.25 % y se afor6 a 100 mL con metanol
(100 %) para obtener la concentracion de 8 %. Para la concentracién de 4 % se tomaron
10.7 mL y se afor6 a 100 mL con metanol (100 %).

Solucién (1:1) de vainillina al 1 %: HCl al 8 %
Se tomaron 10 mL de cada una de las soluciones mencionadas y se mezclaron. La

solucion se prepard en el momento de utilizarla y en la oscuridad ya que se degrada con
facilidad.

1.2.2. Curva de calibracion

En una placa de 96 pozos se colocaron 0.05 ml de cada una de las concentraciones
de (+) catequina y se le afiadieron 0.2 mL de la solucion 1:1 de vainillinaal 1 % y HCl al 8
%. Se utilizé como blanco 0.05 mL de metanol al 100 % mas 0.2 mL de HCI al 4 %. Cada
una de las concentraciones se realiz6 por triplicado, al igual que el blanco. Por ultimo, la
placa se leyé a una absorbancia de 492 nm en un espectrofotdbmetro (Termo Electrén
Corporation, Multiskan, Lab-Tech Instrumentacion, S.A. de C.V.). Del resultado de la
curva de calibracién se determiné la relacién cuadrada (R?) que fue de 0.999 y la ecuacion
de la recta (Figura 3.1), lo que indica que la determinacion de la curva de calibracion fue

realizada de manera adecuada.

1.2.3. Determinacion de la absorbancia en genotipos.

En una placa de 96 pozos se colocaron 0.05 mL de extracto metandlico de cada uno
de los genotipos y se le afiadieron 0.2 mL de la solucion 1:1 de HCl al 8 % y vainillina al 1
%. Cada una de los extractos se realiz6 por triplicado y por tltimo la placa se leyd a una
absorbancia de 492 nm en un espectrofotometro (Termo Electron Corporation, Multiskan,
Lab-Tech Instrumentacion, S.A. de C.V.).
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Figura 3.1 Curva de calibracion para el ensayo de vainillina, en la cual se realizé una
relacion entre la concentracién de (+) catequina y la absorbancia a 492 nm.

1.2.4. Célculo de compuestos fenolicos
La absorbancia obtenida se sustituyé en la ecuacion de la recta que surgidé en la
curva de calibracion la cual fue despejada previamente:

« _ (y=0.003)
0.4019

Donde:

X= Concentracion de equivalentes de (+) Catequina (mg g ).

Y= Absorbancia de la muestra a 492 nm.

0.003 y 0.4019 son las constantes obtenidas en la ecuacion de la recta y corresponde

al intercepto (bo) y la pendiente (b;) de regresion.
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Experimento 2. Determinacion de la actividad antioxidante por el método del DPPH.
El método original de Brand-Williams et al. (1995) modificado por Fukumoto y

Mazza (2000) fue adaptado para su uso en microplaca.

Para el desarrollo del experimentd 2, se utilizaron los extractos metanolicos

obtenidos del experimento 1 a través del método de Cardador-Martinez et al. (2002).

2.1. Preparacion de los reactivos

Solucién de Trolox.

Se pesaron 0.01000, 0.00875, 0.00750, 0.00625, 0.00500, 0.00375, 0.00250,
0.00125 g de Trolox y se aforaron cada uno a 10 mL con metanol (100 %), para obtener
concentraciones de 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 y 100 uM, respectivamente. Las

soluciones se almacenaron en recipientes protegidos de la luz y en un congelador.

Solucién de DPPH 150 (uM)

En un matraz de aforacion completamente cubierto con papel aluminio se
depositaron 0.0015 g de DPPH vy se agregaron 20 mL de metanol (100 %) mas 5 mL de
agua destilada y se sonic6 durante 5 minutos. Esta solucion se prepard en el momento de

utilizarla.

Solucién de BHT 1000 uM
Se pesaron 0.0022 g de BHT y se afor6 a 10 mL con metanol al (100 %), para

obtener la concentracion de 1000 uM.

2.2. Curva de calibracion

En una placa de 96 pozos, se afiadieron 0.02 mL de cada una de las concentraciones
obtenidas de Trolox o de metanol, el cual funciona como control y 0.2 mL de solucién de
DPPH (150 pM). Cada una de las concentraciones de Trolox asi como el metanol (100 %)
se realizd por triplicado. La placa se leyo cada 10 min de 0 a 90 min a 520 nm en un
espectrofotometro (Termo Electron Corporation, Multiskan, Lab-Tech Instrumentacion,

S.A. de C.V.). La placa se mantuvo cubierta y en la oscuridad a temperatura ambiente entre
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lecturas. De los resultados obtenidos se determiné la relacion cuadrada (R?) la cual fue de
0.9846 como observa en la Figura 3.2, lo que indica que el experimento se condujo de

manera adecuada.

2.3. Preparacion de las muestras

En una placa de 96 pozos, se afiadieron 0.02 mL de extracto metanolico 6 BHT
(1000 uM) y 0.2 ml de solucién de DPPH (150 uM). Los extractos y estandares se
prepararon por triplicado. La placa se leyé cada 10 min de 0 a 90 min a 520 nm en un
espectrofotometro (Termo Electron Corporation, Multiskan, Lab-Tech Instrumentacion,
S.A. de C.V.). La placa se mantuvo cubierta y en la oscuridad a temperatura ambiente entre
lecturas. Cabe mencionar que la curva de calibracidn y los extractos se realizan en la misma

placa.

0.9

08¢

0.7 1

0.6

R? = 0.9846
0.5

0.4

0.3

Absorvancia a 520 nm

0.2 -

0.1 -

0 T T T T T T T '
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Concentraciéon de Trolox en uM

Figura 3.2 Curva de calibracion para el método de DPPH, en la cual se realiz6 una relacion

entre la concentracion de Trolox y la absorbancia a 520 nm.
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2.4. Célculo de la actividad antioxidante por DPPH
La actividad antirradical (ARA) se calculé6 como porcentaje de decoloracién de

DPPH, usando la siguiente ecuacion (Burda y Oleszek, 2001):

ARA =100 X (1 - Amuestra/ Acontrol)

Donde:
ARA-= Actividad antirradical.
Anmuestra = Absorbancia de la muestra a 520 nm.

Acontrol = Absorbancia del control (ausencia de antioxidante).

Experimento 3. Determinacion de antocianinas por el método de Abdel-Aal y Hucl (1999).
El protocolo realizado para la extraccion y cuantificacion de antocianinas fue el
recomendado por Abdel-Aal y Hucl (1999).

3.1. Preparacion de los reactivos
Etanol acidificado
Se tomaron 85 mL de etanol al 95 % y se agregaron 15 mL de HCI 1.0 N.

Acido clorhidrico diluido

Se tomaron 50 mL de HCI 1.0 N y se adicionaron 50 mL de agua destilada.

3.2. Preparacion de la muestra

La determinacién de antocianinas totales se realizd en las harinas, siguiendo el
método recomendado por Abdel-Aal y Hucl (1999). En un vaso de precipitado de 50 mL se
colocaron 0.5 g de harina y se adicionaron 4 mL de etanol acidificado, se mezclo
fuertemente, en forma manual, durante 2 min y se ajusté el pH a 1.0 con HCI diluido.
Posteriormente se agitd durante 30 min con un agitador magnético y se reajustd el pH,
cuando fue necesario, hasta completar el tiempo de agitacién. EI material obtenido fue
centrifugado a 4500 rpm durante un tiempo de 45 min a temperatura ambiente y decantado.

El sobrenadante se ajust a 10 mL con un matraz volumétrico, usando etanol acidificado, se
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realizé la lectura de la absorbancia en un Espectrofotometro (GBS UV-Visible, Cintra 20,
GBS Scientific Equipment Pty Ltd., Australia. Software: Spectral 1.50 release 2.0) a 535

nm y se uso etanol acidificado como blanco.

3.3. Calculo de antocianinas totales

El valor de absorbancia obtenido a 535 nm se sustituy6 en la formula:

C =Ax288.21 mg/kg
Donde:
A= Absorbancia de la muestra a 535 nm.

C= Concentracion total de antocianinas (mg kg™).

Disefio experimental

Para la prueba de fenoles totales y actividad antioxidante, se realizaron 2
repeticiones, y se utilizé un disefio completamente al azar cuyo modelo lineal fue el
siguiente:

Yii =1+ T+ &

i=1,.....t; i= tratamientos
Donde:

y; = Respuesta en la i-ésima unidad experimental.

u = Efecto de la media general.
7, = Efecto del i-esimo tratamiento.

&y = Error experimental.

Se realiz6 la comparacién de medias a través de la Prueba de Tukey (P< 0.05). Los
datos obtenidos en cada una de las vari

ables evaluadas se analizaron con el Paquete Estadistico SAS version 9.1.3.
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A partir de la 33 cruzas evaluadas, se realizd un analisis genético con el proposito
de analizar por separado los efectos de las lineas enanas (), QPM (&), asi como la
interaccion hembra x macho. En las pruebas de hipétesis se considerd que las lineas
representan una muestra aleatoria de las dos poblaciones.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 4.1 se presentan los cuadrados medios de analisis de varianza para las
variables compuestos fenolitos y actividad antioxidante, en ambas se encontraron diferencias
altamente significativas (P < 0.01) entre genotipos. La descomposicion de la suma de
cuadrados de los genotipos en cruzas, testigos y la comparacion cruzas vs testigos permite
efectuar las pruebas de hipétesis en fracciones. En todos los casos la diferencia estadistica
entre los genotipos fue similar (P <0.01) a los niveles de la particion correspondiente (cruzas,
testigos y cruzas vs testigos), excepto en la comparacion entre las cruzas y testigos para la
capacidad antioxidante (Cuadro 1). Lo anterior indica que existe diferencia entre los
materiales (cruzas y testigos), asi como entre los dos grupos de materiales.

La comparacion de medias para las variables evaluadas en este estudio, se presentan en
el Cuadro 4.2. En la variable compuestos fendlicos se presenta un rango de variacion de 8.445
a 29.975 Eq. (+) catequina mg g*, en las cruzas 19*42 y 15*53, respectivamente. Sin
embargo, para los testigos el rango de variacion se redujo de 10.595 a 20.065 Eg. (+)
catequina mg g™. El genotipo 15*53 y 15*42 mostraron el mayor contenido de compuestos
fendlicos con 29.975 y 29.325 Eq. (+) catequina mg g™, respectivamente, mientras que los
genotipos 19*41 y 19*42 mostraron la menor cantidad de compuestos fenélicos con 8.635 y
8.445 Eq. (+) catequina mg g™ (Cuadro 4.2). Tanto en las cruzas simples como en el grupo de
testigos, el rango de variacion es considerable, lo que permite mediante este parametro lograr

discriminar los materiales genéticos.

Adom y Liu (2002) cuantificaron los compuestos fenolitos de varios granos, entre los
cuales se destaca al maiz, que obtuvo el valor mas alto con 15.55 uM equivalentes de acido
galico por gramo de grano. Ademas, mencionan que el compuesto mas abundante encontrado,
fue el acido felurico en tres formas: libre (0.1 %), soluble conjugado (1.0 %) y ligado (98.9
%).



Pozo-Insfran et al. (2006) al analizar harinas de tres genotipos de maiz (blanco, azul
mexicano y azul americano), encontraron que el genotipo blanco contenia la mayor cantidad
de compuestos fenolitos, seguido por el genotipo azul americano y por ultimo el genotipo azul
mexicano, los valores obtenidos fueron: 4899, 451 y 1310 mg de compuestos fendlicos por
kilogramo de grano. Estos resultados difieren debido a diversos factores; entre los que se
pueden mencionar las condiciones ambientales, estacionales y geograficas en donde se
desarrollaron los genotipos asi como las caracteristicas genéticas propias de los materiales

utilizados (Adom y Liu, 2002; Kroon y Williamson, 1999; Emmons y Peterson, 1999).

En el presente trabajo las cruzas 15*42, 15*53 y ocho cruzas adicionales de color
blanco presentan mayor contenido de compuestos fenolicos comparado con los valores de la

poblacién azul (1313) con 19.445 Eq. (+) catequina mg g™

Pozo-Insfran et al. (2006) encontraron que el compuesto mas abundante en el genotipo

blanco es el &cido feldrico, mientras qua para los genotipos azules es el acido p-cumarico.

Cuadro 4.1 Cuadrados medios y niveles de significancia del andlisis de varianza para

compuestos fenolicos y actividad antioxidante.

-~ - Compuestos Fendlicos Actividad antioxidante
(Eq. Cat. mg g™) (ARA)
Genotipos 38 58.284 ** 20.317 **
Cruzas (C) 32 42.449 ** 9.082 **
Testigos (T) 5 35.415 ** 96.011 **
CvsT 21 39.363 ** 1356 NS
Error 39 0.514 1.764
C.V. (%) 4.260 18.267

** = Significativo al nivel de 0.01 de probabilidad, G.L. = Grados de libertad; C.V. = Coeficiente de variacion.
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Cuadro 4.2. Comparacién de medias por genotipos para las variables evaluadas.

Compuestos Fenolicos

Antocianinas

Genotipo (Eq. Cat. mg g) Actividad antioxidante (ARA) (mg kg™
11*41  11.300 nopgr 7.631 bcdef 4.640
11*42  12.460 nop 5.403 cdefgh 4.290
11*52  17.390 ijk 7.037 bcdefgh 3.850
11*53  16.805 ijkli 5.671 cdefgh 4.710
11*56  16.105 KIm 6.674 cdefgh 3.350
13*41  13.940 Imn 9.112 bcde 5.120
13*52  11.045 nopgr 9.382 bc 5.540
13*53  10.245 opgr 9.899 bc 4.980
13*56  13.210 mno 9.601 bc 4510
15*41  18.220 ghijk 3.572 efgh 2.260
15*42  29.325 4.961 cdefgh 2.150
15*52  21.460 bcdef 4.833 cdefgh 2.680
15*53  29.975 3.683 defgh 3.010
15*56  23.265 Bc 5.087 cdefgh 3.590
16*41  17.085 1jk 9.077 bcde 3.640
16*42  20.820 cdefgh 6.463 cdefgh 4.520
16*52  24.150 8.216 bcdef 4.290
16*53  21.975 bcd 8.267 bcde 3.160
1741  18.520 fghijk 9.753 bc 2.770
17*42  18.380 ghijk 9.330 bc 5.260
17*52  21.075 Cdefg 8.946 bcde 5.430
17%563  17.945 hijk 9.683 bc 4.970
17*56  21.675 Bcde 7.283 bcdefg 5.010
18*41  12.265 nop 2.071 fgh 3.490
18*42  23.085 Bc 6.555 cdefgh 3.480
18*52  18.750 efghijk 5.511 cdefgh 2.460
18*53  16.780 Jkli 3.657 defgh 4.350
18*56  18.620 fghijk 7.042 bcdefgh 4.370
19*41 8.635 qr 6.718 cdefgh 4.900
19*42 8.445 r 9.261 bc 4510
19*52  11.570 nopq 9.184 bcd 4.940
19*53 9.540 par 8.681 bcde 5.560
19*56  11.300 nopqr 9.191 bcd 4.040

f 17.132 7.214 4,116
1313 19.445 defghijk 18.741 205.390
2045 20.065 Defghi 12.338 B 6.240
2046 10.870 opgr 2.358 gh 3.310
2047 16.850 Jkli 8.279 bcde 4.270
2048 10.595 opgr 2.123 gh 1.160
2049 13.155 mno 1.640 h 1.150

f 15.163 7.579 36.920
Tukey 3.003 5.564 4.640

Valores con la misma letra dentro de cada columna, son estadisticamente iguales (Tukey o= 0.05 %).
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Al analizar el grupo de las cruzas simples, y efectuar la descomposicién de la suma de
cuadrados en hembras y machos (cruzas) y su interaccion, se encontraron diferencias
significativas (P < 0.01) en los compuestos fenolicos entre las hembras (Cuadro 4.3). Los
machos no mostraron diferencias significativas y la interaccion hembra macho si muestra
diferencias altamente significativas (P < 0.01). Las hembras presentan una variacion de 9.899
a 24.499 Eq. (+) catequina mg g™ que son los valores obtenidos por las hembras 19 y 15,
respectivamente (Cuadro 4.4). Aunque los machos no muestran diferencias estadisticas, si
presentan diferencias numéricas de 14.281 a a 18.753 Eq. (+) catequina mg g™ que son los

valores obtenidos por los machos 41 y 42, respectivamente (Cuadro 4.5).

La diferencia entre los genotipos evaluados es debido a su composicion genética
basicamente, ya que todos fueron cultivados en la misma region geogréafica (Tepalcingo),
estacion y afio (2005), a excepcion de los genotipos (15*41, 15*42, 15*52, 15*53 y 15*56)

que fueron cultivados en la misma localidad el afio 2006.

Tsai et al. (2002) mencionan que bajo diversos temperaturas y periodos de almacenaje,
existe una pérdida de compuestos fendlicos, a los cuales se puede atribuir que los genotipos

15*53 y 15*42 obtuvieron los valores mas altos.

En el Cuadro 1 se aprecia que son los genotipos mas recientes y practicamente no se
almacen6 durante tiempo prolongado, a diferencia de los demas genotipos, que fueron
cosechados con un afio de anterioridad y por lo tanto posiblemente tuvieron perdidas en
compuestos fendlicos por almacenamiento. La diferencia entre el resto de los genotipos es por
su composicion genetica, donde la variacion depende de las lineas enanas (%), asi como la
interaccion hembra x macho son la causa de dicha diferencia, ya que como se menciono,

existié diferencia altamente significativa entre hembras y su interaccion (Cuadro 4.3).
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Cuadro 4.3. Cuadrados medios y niveles de significancia del analisis de varianza para

compuestos fenolitos y actividad antioxidante.

Compuestos Fendlicos  Actividad antioxidante

F.V. G.L.

(Eq. Cat. mg g™) (ARA)
Hembras 6 247.045 ** 37.693 **
Machos 4 35.741 " 1.207 ™
Hembras * Machos 22 16.283 ** 2717 N®
Error 33 0.539 1.621
C.V. (%) 4.285 17.648

** = Significativo al nivel de 0.01 de probabilidad, G.L. = Grados de libertad; C.V. = Coeficiente de variacion.

Para la variable contenido de antocianinas, solo se presentan los valores originales
(Cuadro 4.1) y la comparacion de medias para hembras y machos (Cuadro 4.4 y 4.5). Los
resultados se expresaron como miligramos de antocianinas por kilogramo de muestra
analizada (mg kg%). El contenido de antocianinas presenta un rango de variacion de 2.15 a 5.56
mg kg™ en las cruzas 15*42 y 19*53, respectivamente. Sin embargo, para los testigos el rango
de variacion se amplié de 1.15 a 205.39. En la comparacién de medias (Cuadro 4.2), se
observa que el genotipo 1313 (poblacién azul) muestra el valor mas alto con 205.39 mg kg™
(ver Cuadro 4.2), seguido por el genotipo 2045 con 6.24 mg kg™ (Cuadro 4.2), en tanto que los
genotipos con menor cantidad de antocianinas fueron el 2048 y 2049 con 1.16 y 1.15 mg kg™
(ver cuadro 4.2), respectivamente. Estos resultados son similares a los obtenidos por Cortés et
al. (2006), quienes determinaron el contenido de antocianinas en maiz utilizando el método
recomendado por Salinas et al. (2005), encontrando 271.77 mg kg™. Las diferencias entre
ambos trabajos se debe al método utilizado para la determinacion de antocianinas, las
localidades en las que fueron cultivadas y las caracteristicas genéticas (Adom y Liu, 2002;
Kroon y Williamson, 1999; Emmons y Peterson, 1999).
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Cuadro 4.4. Comparaciéon de medias entre hembras (lineas endogamicas) para las variables

evaluadas.
Hembras Compuestos Fendlicos Actividad Antioxidante Antocianinas
(Eq. Cat. mg g™) (ARA) (mg kg™)
11 14.812 cde 6.483 b ¢ 4168 a b
13 12.110 de 9.499 a 5.036 a
15 24.449 a 4.427 C 2.738 b
16 21.008 a b 8.006 a b 3903 a b
17 19512 a b ¢ 8.999 a 4.688 a
18 17900 b cd 5.093 C 3.630 a b
19 9.899 e 8.607 a b 4.790 a
Tukey 6.045 2.469 1.547

Valores con la misma letra dentro de cada columna, son estadisticamente iguales (Tukey a= 0.05 %).

Al realizar la comparacion de medias para hembras y machos en el contenido de
antocianinas, se encontrd diferencias altamente significativas (P < 0.01) entre hembras
(Cuadro 4.4), mientras que los machos no muestran diferencias significativas (Cuadro 4.5).
Las hembras presentan una variacion de 2.738 a 5.036 mg kg™ que son los valores obtenidos
por las hembras 15 y 13, respectivamente (Cuadro 4.4). Aunque los machos no muestran
diferencias estadisticas, si presentan diferencias numéricas de 3.831 a 4.391 mg kg™ que son

los valores obtenidos por los machos 41 y 53, respectivamente (Cuadro 4.5).

Mazza et al. (1999) encontraron diferencias significativas en el contenido de
antocianinas de cuatro variedades de uvas, y atribuy6 esta diferencia al genotipo y a la
estacion en la cual el cultivo fue desarrollado; Salinas-Moreno (2005) estudio la cantidad de
antocianinas de 15 variedades de frijol negro y encontrd diferencias significativas, y sugirio

que eéstas diferencias son debidas al origen genético expresada en la variable en estudio.

La variable actividad antioxidante presenta un rango de variacion de 2.071 a 9.899 de
ARA, en las cruzas 18*41 y 13*53, respectivamente. Sin embargo, para los testigos el rango
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de variacion se amplio de 1.640 a 18.741 de ARA. Los genotipos 1313 (poblacion azul) y
2045 (CAFIME) mostraron tener la mayor capacidad antirradical frente al DPPH obteniendo
valores 18.741 y 12.338 de ARA, respectivamente, los genotipos 2048 (6221) y 2049 (6222)
obtuvieron los valores mas bajos con 2.123 y 1.640 de ARA frente al DPPH (Cuadro 4.2).

Cuadro 4.5. Comparacion de medias entre machos (lineas endogamicas) para las variables

evaluadas.

Compuestos Fendlicos Actividad Antioxidante Antocianinas
Machos

(Eq. Cat. mg g™) (ARA) (mg kg™)

41 14281 a 6.934 a 3.831 a

42 18.753 a 6.995 a 4.035 a

52 17.921 a 7587 a 4170 a

53 17.609 a 7.077 a 4391 a

56 17.363 a 7.480 a 4145 a
Tukey 4.674 1.909 1.120

Valores con la misma letra dentro de cada columna, son estadisticamente iguales (Tukey o= 0.05).

Estos resultados concuerdan con lo descrito por Pozo-Insfran et al. (2006), en donde al
evaluar tres genotipos de maiz (uno blanco y dos azules), los genotipos azules obtuvieron los
valores mas altos de actividad antirradical. Esto se debe al tipo de compuesto fendlico presente
en cada uno de los genotipos evaluados, ya que algunos fendles tienen estructuras quimicas
que facilitan la depuracion de los radicales libres (Martinez-Florez et al., 2002), como lo son
las antocianinas encontradas en maiz azul, las cuales han manifestado un alto poder
antioxidante (Tsai et al., 2002; Prior et al., 1998; Wang y Lin, 2000), mientras que los
genotipos blancos contienen compuestos fendlicos en su mayoria como el &cido felurico, p-
cumarico, procatequinas, que si bien tienen un alto poder antioxidante no se comparan con las

antocianinas (Pozo-Insfran et al., 2006).
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Figura 4.1. Relacion entre el contenido de compuestos fénolicos y la actividad antirradical.

En el anélisis de varianza para hembras y machos; la variable actividad antioxidante
presentd deferencias altamente significativa (P < 0.01) entre hembras (Cuadro 4.3), los
machos y la interaccion hembra x macho no muestra diferencias significativas. Las hembras
presentan una variacion de 4.427 a 9.499 de ARA que son los valores obtenidos por las
hembras 15 y 13, respectivamente (Cuadro 4.4). Aungue los machos no muestran diferencias
estadisticas, si presentan diferencias numéricas de 3.831 a 4.391 de ARA que son los valores

obtenidos por los macho 41y 53, respectivamente (Cuadro 4.5).

Como se observa en la Figura 4.1 no se encontré relacion entre la cantidad de
compuestos fenolicos en las muestras y su actividad antioxidante (r = -.028). Este resultado
diferente de los obtenidos por Wang y Lin (2000), quienes encontraron una relacion lineal
entre el contenido de compuestos fenolitos y la actividad antirradical, al estudiar la frambuesa
y la zarzamora. Sin embargo, Emmon y Peterson (1999) al analizar cuatro variedades de avena

encontraron que una de las variedades contenia la mayor cantidad de compuestos fendlicos,
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pero no mostraba la mayor capacidad antioxidante. Esto se debe principalmente a la naturaleza

guimica de los compuestos fenolicos encontrados en cada una de los genotipos (Que et al.,

2006).
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Figura 4.2. Relacion entre el contenido de antocianinas y la actividad antirradical.

La concentracién de antocianinas en las muestras de maiz esta relacionada con su

actividad antioxidante con un valor en el coeficiente de correlacion de r = 0.612 ** (Figura

4.2). Estos resultados sugieren que las antocianinas encontradas en los genotipos de maiz son

la principal fuente de capacidad antioxidante, lo cual concuerda con Tsai et al. (2002) quien

demostrd que las antocianinas de pétalos de rosa, aportaban de un 24 a un 52 % de la

capacidad antioxidante total. Prior et al. (1998) al estudiar la actividad antioxidante de cuatro

variedades de uva, encontraron una relacion lineal (R°= 0.77) entre el contenido de

antocianinas y su actividad antioxidante. Wang y Lin (2000) investigando la actividad
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antioxidante en frutas encontraron una relacién lineal entre la cantidad de antocianinas y la
capacidad antioxidante ofrecida por cada uno de los tratamientos.
La dispersion gréfica para el analisis conjunto de la asociacion entre los genotipos y los

parametros en estudio se presenta en la Figura 4.3.
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Figura 4.3. Representacion grafica de la asociacidn entre las cruzas simples, los testigos y los
parametros en estudio (FEN, compuestos fenolicos, CAOX, capacidad antioxidante
y ANTO, el contenido de antocianinas).

La Figura 4.3 muestra la asociacion entre los compuestos fenolicos (FEN), la
capacidad antioxidante (CAOX) y el contenido de antocianinas (ANTO). La asociacion entre

los parametros esta indicada por el &ngulo que forman los vectores a partir del origen, es decir,
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la capacidad antioxidante y el contenido de antocianinas estan altamente asociadas dado que el
angulo entre los dos vectores es pequefio. Por otro lado, el angulo aproximado de 90 ° indica
no asociacién, como es el caso de los fenoles con la capacidad antioxidante y el contenido de
antocianinas. Lo anterior es una explicacion grafica de la correlacion obtenida con
anterioridad (Figuras 4.1.y 4.2).

La interpretacion de la Figura en los cuatro cuadrantes destaca que en el eje de las X
(Primer componente de la Figura), esta principalmente determinado por la capacidad
antioxidante y el contenido de antocianinas (CAOX y ANTO). Estos dos parametros permiten
diferenciar principalmente a los materiales genéticos asociados con los testigos, donde se
encuentra la poblacion azul en el sector derecho de la Figura. La poblacion tropical y las dos
poblaciones de CIMMYT (6221 Y 6222) estan en el lado izquierdo del primer componente en
tanto que el esto de los testigos en el lado derecho, lo cual hace la distincion entre los mismos.
De acuerdo a la dispersion en la Figura 4.3, si se omite los valores correspondientes a la
poblacion azul, es posible hacer una discriminacion mas oficien te de las cruzas con respecto
al componente principal uno (Eje de las X).

En el caso del eje de las Y, correspondiente al segundo componente, éste esta asociado
directamente a los compuestos fenolicos, componente que hace una distincién principalmente
entre las cruzas simples, las cuales estan ordenadas en relacion al componente 2. Es decir, las
cruzas simples (maiz blanco) estan diferenciadas por los compuestos fendlicos, en tanto que
los testigos (materiales contrastantes usados como referencia), son diferenciados por medio de
la capacidad antioxidante y el contenido de antocianinas, y por consiguiente, las

interrelaciones entere ellos.
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V. CONCLUSIONES

La cantidad de compuestos fenodlicos totales no esta relacionada de manera directa con
la actividad antioxidante y el contenido de antocianinas.

Los compuestos fendlicos, las antocianinas y la actividad antioxidante lograron
diferenciar a los materiales genéticos en base a su composicion quimica y caracteristicas del
grano de maiz.

Las lineas provenientes de la poblacion enana (usadas como hembra) son las que

determinan la mayor proporcion de la varianza en las cruzas simples.
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