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RESUMEN

México es considerado como uno de los principales lugares de origen del maiz (Zea mays
L.) por lo que posee una gran diversidad genética y se han clasificado al menos 59 razas
con base en caracteres morfoldgicos. La gran diversidad de maices pueden ser agrupados
en blancos, amarillos y pigmentados.Recientemente se ha dado a conocer el contenido de
pigmentos en los granos de maiz que ademas de ser usados como colorantes naturales se
les atribuye funciones bioldgicas como antioxidantes.

El término compuestos fendlicos abarca alrededor de 8000 compuestos y la mejor
propiedad que los describe es la capacidad antioxidante.

El TEAC se define como la concentracién de una disolucién TROLOX con un potencial
antioxidante equivalente a una concentracion de 1 mM del compuesto fendlico a estudiar
y refleja la capacidad de los compuestos antioxidantes de donar hidrégeno para
secuestrar un radical libre y asi detener la accién de un agente oxidante.

La distribucidon particular de electrones hace del oxigeno un excelente aceptor de
electrones. En un sistema bioldgico ideal, la reduccién de oxigeno a agua sucede
secuencialmente, si la molécula de oxigeno sélo recibe uno, dos o tres electrones se
forman las especies reactivas de oxigeno. El término EROS se utiliza para incorporar a la
molécula de peréxido de hidrégeno, la cual no es un radical libre, segin la definicidn, pero
sus propiedades quimicas son similares a las del superéxido, y facilmente puede formar
los radicales hidroxilo que son muy reactivos.

El objetivo del presente estudio fue estudiar la actividad antioxidante sobre ABTS™" y
perdxido de hidréogeno de compuestos fendlicos totales y antocianinas totales obtenidos
de extractos acuosos y etandlicos del maiz blanco, amarillo, rojo y azul.

Las concentraciones de compuestos fendlicos totales estdn entre 110-206 para los
extractos acuosos y de 177-249 para los extractos etandlicos expresados en mg de acido
gdlico/100 g. En cuanto al contenido de antocianinas totales los valores van desde 0.47-
70.44 mg de cianidina 3-glucésido/100 g. El maiz azul presenté la mayor concentracién de
compuestos fendlicos totales en ambos tipos de extraccién y de igual forma en el
contenido de antocianinas totales. El disolvente que presenté mejor eficiencia en la
extraccién de compuestos fenélicos fue el etanol al 96%.

Los porcentajes de actividad antioxidante total fueron36.5-69.8 y 9.6-68.6; en potencia
total de reduccién 20.3-64.5 y 13.1-70.1 y por ultimo en cuanto a la inhibicidn de perdxido
de hidrégeno 11.4-51.3 y 6.6-61.0 para los extractos acuosos y etandlicos respectivamente
en cada medicidn. Asi pues no se observé una correlacidn lineal entre el contenido de
compuestos fendlicos totales y antocianinas sobre la inhibiciéon de ABTS™ y peréxido de
hidrégeno.
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Introduccién
México es considerado como uno de los principales lugares de origen del maiz (Zea mays
L.)por lo que posee una gran diversidad genética de esta especie (Salinas, 2010), debido a
esto las distintas variedades de maiz no tienen la misma composiciéon quimica, presentan
diferencias en sus propiedades y en su utilizacion final (Méndez et al., 2005). Existen
variedades para casi cualquier necesidad especifica; variedades de 1.5 a 5 metros de
altura; diferentes grados de tolerancia al calor, al frio o ala sequia; adaptacion a diferentes
tipos de suelo, altitud y latitud (Flores, 2011). Dentro de esta diversidad se encuentran los
maices de grano pigmentado con colores que van del negro hasta el rojo. El color se debe
a la presencia de las antocianinas, que son flavonoides caracterizados por sus propiedades
ysus colores brillantes. Estas variedades son cultivadas por pequefios productores,
quienes los consumen en forma de tortillas, tamales, pinole, atoles, tlacoyos, etc., o bien
comercializan sus excedentes en mercados regionales en donde quienes los compran los
destinan para elaborar basicamente los mismos productos. Sin embargo, el conocimiento
actual sobre los beneficios que trae a la salud humana el consumo cotidiano de
flavonoides, entre estos las antocianinas, anima a incorporarlos en otros alimentos como

parte de los ingredientes que los componen.
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1. MARCO TEORICO
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1.1 Generalidades del maiz(Zea mayslL.)

1.1.1  Estructura del grano de maiz
El fruto de la planta del maiz es el grano, en la figura 1 se representan las estructuras que
lo constituyen, botdnicamente es un caridpside y agricolamente es una semilla. Esta
formado por:
Pericarpio: Cubierta del fruto, se reconoce como testa, hollejo o cascara.
Aleurona: Capa cubierta de celulosa del endospermo, de naturaleza proteica.
Endospermo: Tejido de reserva de la semilla. Es la parte de mayor volumen dividida en
dos partes bien diferenciables, el suave o harinoso y el duro o vitreo. La proporcién
depende de la variedad.
Escutelo o cotiledén: Parte del embridn.
Embridn o germen: Planta en miniatura con la estructura para originar una nueva planta,
al germinar la semilla.
Capa terminal o cofia: Parte que se une al olote, con una estructura esponjosa, adaptada
para la rapida absorcién de humedad.
Capa hilar: Se encuentra entre la capa terminal y la base del germen, la cual funciona
como un mecanismo sellante durante la maduracion del grano. La formacién de la capa

negra indica que el grano se encuentra maduro (Gruintal, 2007).
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Figura 1. Estructuras que constituyen el grano de maiz ('Lc")pez, 2008).

1.1.2 Composicion quimica del grano de maiz
El grano de maiz maduro tiene un peso promedio de 350 mg (Gonzalez, 1995). Las partes

principales del grano de maiz difieren considerablemente en su composicién quimica. La
cubierta seminal o pericarpio se caracteriza por un elevado contenido de fibra cruda,
aproximadamente el 87%, la que a su vez estd formada fundamentalmente por
hemicelulosa (67%), celulosa (23%) vy lignina (0.1%). El endospermo, en cambio, contiene
un nivel elevado de almidon (87%), aproximadamente 8% de proteinas y un contenido de
grasa crudas relativamente bajo. Por ultimo, el germen se caracteriza por un elevado
contenido de grasas crudas, el 33% por término medio, y contiene también un nivel
relativamente elevado de proteinas (aproximadamente 20%) y minerales (Beltran, 2006).

Los principales componentes del maiz son: almidén, proteinas y lipidos, aunque contiene
también en menores cantidades fibra cruda, azlcares, minerales y otras sustancias

organicas como vitaminas, carotenoides y pigmentos. Sin embargo, la composicién de los
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———————————— — |
granos de maiz varia de acuerdo a las condiciones climatolégicas y edafoldgicas del lugar

donde sea cultivado y también entre los distintos tipos de maiz (Lépez, 2008).

1.1.3 Panorama actual sobre produccién y consumo de maiz
El volumen de produccién en cada ciclo agricola se encuentra determinado por factores
como la superficie destinada al cultivo, los rendimientos obtenidos, las expectativas de

importaciones y exportaciones en el comercio internacional y los precios en el mercado.
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Figura 2. Principales paises productores de maiz (1998-2008) (SIAP, 2010)

A nivel nacional el grano que mas se produce es el maiz, esto debido a que constituye la
principal fuente de energia para la dieta de los mexicanos y por otro lado se utiliza como
forraje para el consumo animal.

La superficie cosechada de maiz a nivel mundial presentd un incremento de 138.8 a 161
millones de hectareas de 1998 a 2008 respectivamente. Estados Unidos mantuvo el
primer lugar con el 21%. Por su parte, México ocupd el 4° lugar en superficie cosechada

de maiz con el 5% del total mundial (Figura 2) (SIAP, 2010).
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Figura 3. Principales estados productores de maiz (1998-2008) (SIAP, 2010)

Entre 1998 y 2008, aproximadamente el 70% del volumen de producciéon en México se
obtuvo de ocho estados, entre los que destacan por el porcentaje de contribucién, Sinaloa
(16.9%), Jalisco (14.2%), Estado de México (9%) y Chiapas con el 8.4% (Figura 3) (SIAP,
2010).

En el 2009 las existencias iniciales de maiz blanco en México fueron de 2.4 millones de
toneladas, y se cosecharon 23.7 millones de toneladas, de las cuales, 16 millones que
representaron el 68% se convirtieron en produccion comercializable, a éstas se sumaron
105 mil toneladas en importaciones y se descontaron 176.8 miles de toneladas destinadas
a la exportacién, quedando asi 18.3 millones de toneladas disponibles para consumo
nacional utilizdndose 84% y quedando el 16% restante como existencias finales. Dentro
del total, el 75.1% fue destinado a consumo humano, el 19.2% pecuario, el 1.3% se utilizd

como semilla para siembra y 4.4% fueron mermas (SIAP, 2010).
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1.1.4 Produccion de maiz en el Estado de México

El maiz tiene una marcada influencia sobre el desarrollo social y econémico de la
poblacion del Estado de México. La superficie territorial de la entidad comprende 22
499.95 km, de los cuales en el 18% se siembra el maiz. Por la superficie que ocupa, el maiz
es el cultivo anual mas importante de la entidad. El cultivo de maiz en la entidad se realiza
principalmente en el ciclo primavera-verano (PV), con 98.5% de la superficie dedicada a
este producto, el 1.5% restante se efectua en el ciclo otofo-invierno (Ol). Lo anterior
significa que el mayor volumen de produccién de maiz en la entidad se obtiene en el ciclo
primavera-verano.

El Estado de México cuenta con una gran diversidad de maices que pueden ser agrupados
en blancos, pigmentados y amarillos (Salinas et al., 2010). Los esfuerzos de la produccion
se enfocan en la obtenciéon de maiz blanco como lo muestra datos reportados por el SIAP

(Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera) en el cierre de produccién agricola

para el afio agricola Ol+ PV 2010 en la tabla 1.

Tabla 1. Cierre de la produccién agricola de maiz en el Estado de México

Estado de México
Ciclo: Afio agricola Ol+ PV 2010
Modalidad: Riego + Temporal

s fici s fici s fici Valor
. uperticie uperticie _uPer cle Produccion Rendimiento PMR Produccion
Cultivo Sembrada Cosechada Siniestrada (Ton) (Ton/Ha) ($/Ton) (Miles de
(Ha) (Ha) (Ha) Pesos)
Maiz
545,412 | 528,583 16,829 1,505,440 2.85 3,089 | 4,651,068
Blanco
Maiz
. 8,645 8,495 150 21,916 2.58 3,321 72,787
Amarillo
Maiz de
color 5,728 4,568 1,160 12,699 2.78 3,535 44,898
Elaboracidn propia en base a informacion de SIAP
1.1.5 Usos del maiz

Todas las partes de la planta tienen una forma de uso: el grano para tortillas, tostadas,

atole, tamales, totopos, pinole, pozole, pozol, etc.; el tallo para jugo; los tallos secos para
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cercas o combustible, los olotes y raices como combustible; hongos de la mazorca tierna
como alimento; las hojas para envolver tamales, etc. (Flores, 2011).

El maiz se utiliza para la alimentacion humana, asi como la alimentacién animal (Fox y
Manley, 2009).

Su alto contenido de almiddn ha sido de interés en el sector de fabricacion de combustible
(etanol), lo que resulta en el debate sobre el uso de cereales para alimentos contra
combustibles.

Una serie de alimentos procesados se producen a partir de maiz, incluyendo pan, tortillas,
botanas de maiz, cereales de desayuno y barras. En los paises mas pobres desarrollados,
donde el maiz es un alimento basico y producido por las prdcticas agricolas de
subsistencia, su procesamiento es limitado. Para la producciéon comercial, el maiz puede
someterse a cualquiera tipo de molienda, ya sea en seco o en humedo para obtener

productos finales especificos (Fox y Manley, 2009).

1.1.6 Variedades de maiz

En México se han clasificado al menos 59 razas con base en caracteres morfolégicos.
Dentro de las razas se tienen variantes en funcion de la coloracidn del grano, el cual se
determina por la presencia de carotenoides, antocianinas y flobafenos. Uno de los
componentes de la diversidad fenotipica es precisamente el color del grano (Salinas et al.,
2010).

Recientemente se ha dado a conocer que el contenido de pigmentos en los granos de
maiz que ademads de ser usados como colorantes naturales se les atribuye funciones
biolégicas como antioxidantes (Ruiz et al., 2008).

Aunque se han descrito 12 diferentes antocianidinas, las mds comunes en plantas son:
pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina (Figura 4). Las tres
primeras son mas frecuentes en frutos, en tanto que el resto lo son en flores (Salinas et

al., 2010).
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Pelargonidina: R;=H, R,=H
Cianidina: R;=0OH, R,=H
Delfinidina: R1=0H, R,=0OH
Peonidina: R1=0CH3;, R,=H
Petunidina: R{=0CHj3;, R,=0H
Malvidina: R;=0OCHs, R,=OCHs

Figura 4. Las antocianidinas mas comunes en flores y frutos (Salinas et al., 2010).

En base al nimero de azlcares presentes en su estructura, las antocianinas se clasifican
en: monoglucdsidos (un azlcar); diglucdsidos (dos azlcares), y triglucdsidos (tres
azucares). En las plantas las antocianidinas no se acumulan como tal, sino en su forma
glicosilada; esto es, unidas a algln azucar, y en cuyo caso se denominan antocianinas. El
azUcar presente en la molécula les confiere una gran solubilidad y estabilidad,
generalmente se une a la antocianidina en la posicién 3 del grupo fendlico, pero puede
también hacerlo en las posiciones 5y 7 (Salinas et al., 2010).

En algunos casos los azucares estan acilados con grupos derivados del acido acético o
alguno de los cuatro acidos cindmicos (p-cumarico, caféico, ferulico o sindpico). 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 azlcares, se denominan no aciladas;
si ademas de los azlcares estan presentes uno o varios radicales acilo, se catalogan como

aciladas (Salinas et al., 2010).

BEATRIZ SUSANA JUAREZ BERNAL 10



“EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS ACUOSOS Y ETANOLICOS DE DIVERSAS VARIEDADES DE MAIZ DEL
ESTADO DE MEXICO, SOBRE ABTS™Y PEROXIDO DE HIDROGENO COMO ESPECIE REACTIVA DE OXIGENO”

]
Las antocianinas del grano de maiz se concentran en el pericarpio, capa de aleurona, o en
ambas estructuras, de acuerdo a esta localizacidn se pueden determinar los diferentes
usos del grano. Cuando se presentan en el pericarpio y en la capa de aleurona, los maices
tienen potencial para la extraccidén de pigmentos; esta condicién la cumplen los maices de
color purpura o rojo intenso. Si se localiza en la capa de aleurona son adecuados para
elaborar productos nixtamalizados. Los maices con estas caracteristicas son de color
morado, azul o negro. Los granos con pigmento en el pericarpio no son adecuados para la
nixtamalizacidonporque con las condiciones de pH alcalino y temperatura elevada que
caracterizan este proceso, las antocianinas son degradadas, y adquieren un color café
pardo.

Las antocianinas simples reportadas para maiz son: cianidina 3-glucdsido, pelargonidina 3-
glucdsido y peonidina 3-glucdsido, la primera es comdn en los maices de grano azul y

morado y las dos restantes en maices de grano rojo (Salinas et al., 2010).

1.2 Compuestos fendlicos

1.2.1 Compuestos fendlicos y su clasificacion
El término compuestos fendlicos abarca alrededor de 8000 compuestos, todos poseen un
rasgo estructural comun, un fenol (un anillo aromatico que contenga al menos un
sustituyente hidroxilo) (Leopoldiniet al., 2011).
Una clasificacién los divide en fenoles simples y polifenoles, dependiendo del nimero de
subunidades de fenol. Los primeros incluyen los acidos fendlicos y poseen un acido
carboxilico como grupo funcional. Contienen dos carbonos constitutivos que distinguen
sus estructuras: las estructuras hidroxicinamico e hidroxibenzoico. Los acidos
hidroxicinamicos son mds comunes que los acidos hidroxibenzoicos y consisten
principalmente de los acidos p-cumarico, cafeico, ferulico y sindpico (Figura 5).
Los segundos poseen al menos dos subunidades, incluyen los flavonoides, estilbenos, y
aquellos compuestos que poseen tres o mas subunidades se conocen como taninos.Entre
los polifenoles, los flavonoides constituyen el grupo mas importante, e incluye a mas de

5000 compuestos bien identificados (Gutiérrez, 2002).
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Los flavonoides consisten en un gran grupo de sustancias polifendlicas de bajo peso
molecular, derivados delbenzo-y-pirano (Figura 5). La caracteristica estructural basica de
todos es el nucleo flavane (2-fenil-benzo-y-pirano), un sistema de dos anillos de benceno
(A'y B) unidos por un oxigeno que contiene el anillo pirano (C). De acuerdo con el grado de
oxidacion del anillo C, el patrén de hidroxilacion del nucleo, y el sustituyente en el
carbono 3, se pueden clasificar en las subclases flavonas, isoflavonas, los flavanoles
(catequinas), flavonoles, flavanonas, antocianinas y proantocianidinas. Los flavonoles
difieren de flavanonas por un grupo hidroxilo en la posicién C3, y por un doble enlace C2-
C3. Las antocianidias difieren de los otros flavonoides por poseer un atomo de oxigeno
cargado en el anillo C. El anillo C estd abierto en las chalconas. Muchos flavonoides poseen
de forma natural los glucosidos, y la sustituciéon de los hidratos de carbono son la D-
glucosa, L-ramnosa, glucoramnosa, galactosa y arabinosa. La familia de los estilbenos
incluye varios compuestos entre los que el resveratrol, pterostilbeno, y el piceatannol son
los mas representativos, caracterizados por un doble enlace de conexion de los anillos
fendlicos (Figura 5). Los compuestos poliméricos, llamados taninos, se dividen en
condensados e hidrolizables. Los condensados son polimeros de flavonoides y los
hidrolizables contienen acido galico, o compuestos similares, esterificados con un

carbohidrato (Leopoldiniet al., 2011).
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Figura 5. Estructura de los compuestos fendlicos (Fuente: Leopoldiniet al., 2011).
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1.2.2  Propiedades de los compuestos fendlicos

Las propiedades farmacoldgicas, medicinales y bioquimicas de los compuestos fendlicos
han sido ampliamente estudiadas. Se han reportado con efectos antioxidantes,
vasodilatadores, anticancerigenos, antiinflamatorios, estimulantes del sistema inmune,
antialérgicos, antivirales, y estrégenicos y las actividades de la inhibicién en contra de las
enzimas fosfolipasa A2, la ciclooxigenasa, la lipoxigenasa, glutatién reductasa y xantina
oxidasa.

La mejor propiedad que se describe de los compuestos fendlicos es la capacidad
antioxidante frente a radicales libres que normalmente se producen por el metabolismo
de las células o en respuesta a factores externos. Los radicales libres pueden dafiar
biomoléculas tales como lipidos, acidos nucleicos, proteinas, causando peroxidacion en las
membranas celulares (Leopoldiniet al., 2011).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se ve influenciada por varios
factores como la posicion y el grado de hidroxilacién, la polaridad, la solubilidady la
estabilidad de los radicales (fenoxi). La estructura de los compuestos fendlicos, en
particular, la posicidon y el grado de hidroxilacién, es de primordial importancia en la
determinacién de su actividad antioxidante (Balasundramet al., 2005). Las disposiciones
estructurales que imparten la mayor actividad antioxidante son la sustitucién 3' 4' orto
dihidroxi en el anillo B, las disposiciones en posicidon meta en los carbonos 5y 7, el doble
enlace entre los carbonos 2 y en combinacion con los grupos 4 ceto y 3 hidroxilo; sin
embargo, la sustitucion de grupos hidroxilo por glicosilacién disminuye la actividad
antioxidante. Los grupos ortodihidroxi estructuralmente son los mds importantes por
presentar una alta actividad antioxidante; por otro lado se ha examinado el efecto de los
elementos estructurales del anillo C, sobre los radicales libres, que resalta la actividad de

estos compuestos (Mufioz y Escudero, 2007).

1.2.3 Dieta y compuestos fendlicos
Los compuestos fendlicos no poseen las caracteristicas de las vitaminas, no son amidas y

conforman otro grupo quimico, pero por su actividad protectora e imposibilidad del
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organismo humano en producirlos, merecen ser incorporados a través de la dieta junto
con los nutrientes esenciales. Los habitos de alimentacidon son muy diversos en diferentes
zonas del mundo; el valor medio de flavonoides se calcula como 23 mg/dia (Mufioz y
Escudero, 2007).

Cantidades significativas de sustancias fendlicas activas estan presentes en la dieta

humana.

1.3 Antioxidantes
1.3.1 Definicion de antioxidante y su clasificacion

Los antioxidantes son compuestos que inhiben o retardan la oxidacidon de otras moléculas
mediante la inhibicién de la iniciacion o de la propagacién de la oxidaciéon de las
reacciones en cadena. Existen antioxidantes sintéticos y naturales. Los antioxidantes
sintéticos son compuestos fendlicos con estructuras de varios grados de la sustitucién de
alquilo, mientras que los antioxidantes naturales pueden ser compuestos fendlicos
(tocoferoles, flavonoides y 4cidos fendlicos), compuestos nitrogenados (alcaloides,
derivados de la clorofila, los aminoacidos y aminas), carotenoides y el acido ascérbico. El
interés en los antioxidantes naturales ha aumentado considerablemente. La capacidad de
algunos compuestos fendlicos que actian como antioxidantes se ha demostrado en la

literatura (Velioglu et al., 1998).

1.3.2 Determinacion de la actividad antioxidante
1.3.2.1 Condiciones para la estandarizacion de la determinacion de la
capacidad antioxidante in vitro
Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante, ya sea in vitro o in vivo.
Se han planteado una serie de condiciones para la estandarizacion de la determinacién de
la capacidad antioxidante in vitro:
(i) evaluar reacciones de transferencia de electrones y del atomo de hidrégeno

(ii) especificar el sustrato de oxidacion
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(iii) asegurar que el sustrato y el modo de inducir la oxidacidn son relevantes como

fuentes de dafio oxidativo

(iv) tener un mecanismo y un punto final definido

(v) una buena repetibilidad y reproducibilidad

(vi) ser adaptable para medir antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos

(vii)  usar distintas fuentes de radicales

(viii)  ser adaptable para analisis rutinarios a gran escala y

(ix) la utilizacién de moléculas bioldgicas pertinentes (Kuskoskiet al., 2005;

Segundo et al., 2008).

Sin embargo, la realidad es que no existe ningiin método en la actualidad que reuna tales
caracteristicas y es dificil que llegue a ser posible evaluar la capacidad antioxidante de una
muestra por un solo método, en vez de por la combinacidn de varios, como se hace en la
actualidad. Esto se debe a varias razones; en primer lugar, los antioxidantes pueden
ejercer su accién mediante mecanismos muy diversos (pueden suprimir la generacién de
los primeros radicales que inician el dafio oxidativo, capturar radicales libres, quelar
metales, formar complejos, reducir algunos compuestos, inducir la actividad de sistemas
biolégicos antioxidantes y en un mismo alimento pueden existir mezclas de diferentes
antioxidantes con distintos mecanismos de accién y entre los que, ademas, se pueden
establecer reacciones sinérgicas, por lo que serdn necesarios distintos analisis para poder
considerar los posibles mecanismos de accion de todos los antioxidantes presentes en un
alimento.
Ademas del mecanismo de reaccién, existen otros factores que también deben
considerarse al determinar la capacidad antioxidante de muestras tan complejas como
son los extractos de alimentos, las propiedades coloidales del sustrato, el estado de
oxidacion y la localizacién del antioxidante en las distintas fases, la composicién del
sistema, el tipo de sustrato oxidable, el modo de provocar la oxidacidn, la naturaleza
heterogénea y heterofasica del sistema, las interacciones con otros componentes(Pérez,

2007).
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El conocimiento de los principios de la quimica de las metodologias disponibles es de
suma importancia para seleccionar la técnica adecuada. Generalmente, los métodos in
vitro de analisis para la determinacién de la capacidad antioxidante se basan en dos
enfoques diferentes, denominados como régimen competitivo o no competitivo.
En el esquema competitvo, las especies objetivo, definido aqui como un compuesto que
representa una biomolécula que puede ser atacado in vivo, y los compuestos
antioxidantes que compiten por las especies reactivas (radicales o no radicales). La
evaluacion de la capacidad antioxidante se basa en la cuantificacion de un compuesto que
facilita la mediciéon analitica. En la mayoria de los ensayos competitivos, el compuesto que
facilita la medicion es la especie objetivo o su forma oxidada. No obstante, el compuesto
que facilita la medicion también puede ser un compuesto anadido después de la reaccién
antes mencionada que permite la cuantificacién de las especies restantes reactivos o
moléculas objetivo. En estos ensayos, la capacidad antioxidante de los compuestos
ensayados depende de:
i) lavelocidad de reaccidn entre ellos y las especies reactivas
ii) la velocidad de reaccién entre la molécula objetivo y las especies reactivas
iii) larelacién de la concentracion entre los antioxidantes y el objetivo
Entre los requisitos para este tipo de ensayos, se destaca:

a) el objetivo deberd reaccionar con los oxidantes a baja concentracién.

b) debe haber un cambio espectroscdpico dramatico entre la sonda, nativo y oxidado

(para maximizar la sensibilidad),
c) ninguna reaccion en cadena de radicales mas alld de la oxidacion de
objetivo/sonda debe producirse

d) el antioxidante no debe reaccionar con las especies objetivo.
En los ensayos no competitivos, los compuestos antioxidantes interactian con especies
reactivas sin la presencia de cualquier otra molécula objetivo competitiva. De esta
manera, estos ensayos implican dos componentes en la mezcla de reaccidon inicial: el

compuesto antioxidante y las especies reactivas. Por el contrario, las especies reactivas
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restantes pueden medirse después de la adicion de algun reactivo derivado (Segundo et
al., 2008).

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
(Kuskoskiet al., 2005).

En cualquier caso, todos los ensayos in vitro sobre capacidad antioxidante de extractos de
alimentos, deben completarse con ensayos in vivo, asi como con estudios sobre el posible
efecto prooxidante de estos compuestos a dosis elevadas, ya que en estos compuestos
existe un delicado equilibrio entre actividad antioxidante y prooxidante.

Otro aspecto a considerar en la determinacion de capacidad antioxidante in vitro es que,
debido a las multiples modificaciones hechas en cada uno de los métodos existentes,
muchas veces la comparacion entre resultados, aun correspondiendo al mismo método de
medida, se deben efectuar con precaucidon, ya que pueden existir cambios en la
manipulacién, en la temperatura del ensayo, en la variacién de la muestra o sus
condiciones de procesado, en el modo de combinar las muestras con los reactivos (por
ejemplo, tiempo de exposicion de los compuestos activos a los reactivos), en la
metodologia empleada en la extraccion (tamafio de particula, ciclos de extraccion, modo
de agitacién de la muestra, relacién muestra: disolvente, entro otros). Asimismo, el hecho
de que en el sistema a analizar haya una alta o una baja actividad de agua es también
importante, ya que este factor afecta a la migracién de compuestos, puede producir
fendmenos de cristalizacién, coalescencia, complejacidon, colapsos de estructuras, por
mencionar algunos. Ademas, se debe tener en cuenta el hecho de que, en la literatura, los
resultados para un mismo método se expresan de multiples formas, lo que dificulta su

comparacion (Pérez, 2007).

1.3.2.2 Reacciones SET y reacciones HAT

Aunque, como se ha explicado, existen una gran cantidad de mecanismos por los que los
antioxidantes de los alimentos pueden ejercer su accién, entre aquellos compuestos que

reaccionan directamente con los radicales libres, como pueden ser los polifenoles,
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deteniendo el proceso en cadena de oxidacion lipidicaesta reaccion se puede llevar a cabo
por dos posibles vias: reacciones de transferencia de un dtomo de H (HidrogenAtom
Transfer, HAT) o de transferencia de un electrén (Single Electron Transfer, SET), aspectos
gue se deben tener en cuenta al seleccionar varios métodos de medida de capacidad
antioxidante, por lo que, a continuacion, se explicard brevemente en qué consiste cada

uno de estos dos mecanismos.

En las reacciones HAT, la reaccidn seria de este tipo, siendo X" el radical libre y AH el

antioxidante:

X"+ AH S>XH + A”

El nuevo radical formado es mucho mas estable que el inicial.
Por el contrario, en las reacciones SET el antioxidante transfiere un electrén para reducir
un compuesto, incluyendo metales, carbonilos y radicales, y serian reacciones de este

tipo, siendo de nuevo X' el radical libre y AH el antioxidante:

X"+ AH > X + AH™
AH'+ H,0¢>A" + H;0"
X +H30"> XH + H,0

M (Ill) + AH > AH"+ M (1)

En principio, estas reacciones dependen mucho mas del disolvente que las HAT; sin
embargo, se ha visto que el disolvente puede ejercer una influencia clara en el ABTS™, a
pesar de ser métodos HAT.

Estas reacciones son también dependientes del pH. Son métodos muy sensibles al acido
ascoérbico y al acido Urico, que juegan un papel importante en el mantenimiento del status

redox del plasma. Algunos elementos traza y contaminantes (sobre todo metales) pueden
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interferir con estos métodos, resultando en wuna alta variabilidad y una baja
reproducibilidad y consistencia de los resultados.

Las reacciones HAT vienen determinadas por la entalpia de disociacion, de manera que un
compuesto de baja entalpia facilitaria la abstraccién del dtomo de H. Asimismo, se ha
observado que ciertos aspectos estructurales, como la presencia de un grupo hidroxilo en
posicién orto o la posible formacidn de enlaces intermoleculares entre distintos
sustituyentes, pueden contribuir a reducir la entalpia de disociacién, facilitando la
formacién de un radical estable. Por el contrario, las reacciones SET dependen del

potencial de ionizacién (Pérez, 2007).

1.3.2.3 TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) o ABTS (acido 2,2'-
azinobis - (3 — etilbenzotiazolin - 6 — sulfonato ))

Se han desarrollado muchos métodos para la medicion de la actividad antioxidante y son
esencialmente métodos de inhibicidon: se generan especies de radicales libres y las
muestras inhiben esta generacién. Estos métodos varian, asi como el radical libre que
generan.
El ensayo para medir la actividad antioxidante total expresada en equivalente TROLOX
(TEAC) constituye uno de los métodos mds citados en la bibliografia cientifica para evaluar
la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos. EIl TEAC se define como Ia
concentracion de una disolucion TROLOX con un potencial antioxidante equivalente a una
concentracion de 1 mM del compuesto fendlico a estudiar y refleja la capacidad de los
compuestos antioxidantes de donar hidrégeno para secuestrar un radical libre y asi
detener la accién de un agente oxidante (Lépez, 2008).
El ensayo TEAC se trata de una reaccién SET, basada en la capacidad de los antioxidantes
para capturar al radical catiénico ABTS™ (4cido 2,2' azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonato), captura que produce un descenso en la absorbancia a 734 nm. El descenso
producido por el TROLOX es comparado con el producido por el antioxidante que se esta

analizando al mismo tiempo (Pérez, 2007).
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El radical se puede generar enzimaticamente con mioglobina o peroxidasa de rabano;
qguimicamente con diéxido de manganeso (MnO,), persulfato de potasio (K,S,03) o ABAP
[2,2'-azobis-(2- amidinopropeno) HCI]; o electroquimicamente. Una vez generado
presenta nuevas caracteristicas con maximos de absorcién a 414, 645, 734 y 815 nm
(Kuskoskiet al., 2004; Pérez, 2007)

La base de este método es la generaciéon de un croméforo radical catién ABTS™ vy la
relativa capacidad de los antioxidantes de blanquear el radical libre en relacién al TROLOX
como patrdn, sustancia que se caracteriza por ser un analogo hidrosoluble de la vitamina
E (LOpez- Martinezet al., 2009).

Actualmente el método ABTS ha sido ampliamente utilizado tanto para materiales
bioldgicos, compuestos puros o extractos de plantas de naturaleza hidréfila o lipofilica. El
compuesto cromogeno ABTS presenta color azul/verde y es quimicamente estable
(Kuskoskiet al., 2004).

La capacidad antioxidante de ABTS* pueden ser evaluados sobre un amplio intervalo de
pH, lo que lo hace util para estudiar el efecto del pH sobre los mecanismos
antioxidantes. Ademads, el radical ABTS™ es soluble en agua y en disolventes organicos, lo
gue permite la determinacién de la capacidad antioxidante en compuestos o muestras
hidrofilicos o lipofilicos; sin embargo, como los resultados obtenidos para las muestras se
relacionan con un compuesto antioxidante estdndar que muestra el comportamiento
cinético diferente, los resultados proporcionados por este ensayo son dependientes del
tiempo de analisis

Termodinamicamente, cualquier compuesto que tiene un potencial redox menor que el

ABTS *puede reaccionar con el radical (Segundo et al., 2008).

1.4 Especies reactivas de oxigeno (EROS)

1.4.1 Definicion de especies reactivas de oxigeno
Un radical libre es una especie quimica que contiene uno o mas electrones desapareados
en sus orbitales externos, un compuesto puede convertirse en radical libre captando o

perdiendo un electrén. Asimismo, los radicales libres también pueden formarse cuando un
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]
enlace covalente se rompe y cada electrén de la pareja compartida permanece en un
atomo (fisién homolitica). Como consecuencia de poseer electrones desapareados, estas
especies quimicas son extremadamente reactivas, tienen, por tanto, una vida media corta
y su concentracion en el estado estacionario es baja (Cayuela, 1998).

La distribucidon particular de electrones hace del oxigeno un excelente aceptor de
electrones, cada molécula de oxigeno diatdmico puede aceptar cuatro electrones y cuatro
protones, produciendo dos moléculas de agua. En un sistema bioldgico ideal, la reduccién
de oxigeno a agua sucede secuencialmente, si la molécula de oxigeno sélo recibe uno, dos
o tres electrones se forman las especies reactivas de oxigeno. El término EROS se utiliza
para incorporar a la molécula de peréxido de hidrégeno, la cual no es un radical libre,
segun la definicion, pero sus propiedades quimicas son similares a las del superéxido, y

facilmente puede formar los radicales hidroxilo que son muy reactivos (Camarena, 2006).

1.4.2 Formacion de las especies reactivas de oxigeno

Cuando un unico electron reduce la molécula de oxigeno se produce el ién radical
superdxido (O,7). Esta es una especie quimica muy reactiva pero inestable en soluciones
acuosas, ya que reacciona consigo misma mediante una reaccidn de dismutacién. Si son
dos los electrones que se incorporan a la molécula de oxigeno se forma el idn perdxido
(0,%), cuya forma protonada es el peréxido de hidrégeno (H,0,), este compuesto es
peligroso para las células porque es un potente oxidante que atraviesa facilmente las
membranas bioldgicas y del que se puede originar el radical hidroxilo (OH’). La reduccién
del oxigeno molecular por tres electrones da lugar al radical hidroxilo, es una de las mas
reactivas que se conocen y presenta una vida muy corta. Finalmente, la reduccién
tetravalente del oxigeno molecular origina una molécula de agua (figura 6) (Cayuela,

1998).
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Figura 6. Reduccion secuencial y univalente del oxigeno molecular.

En un inicio la cadena de reacciones requiere de energia y los pasos posteriores que son
exotérmicos suceden de manera espontanea, con la participaciéon de enzimas. El perdxido
de hidrégeno es una molécula moderadamente reactiva y puede difundir a alguna
distancia desde el punto de produccién. El H,O, puede inactivar enzimas oxidando los
grupos tiol; por ejemplo, las enzimas del ciclo de Calvin, la Cu-Zn superéxidodismutasa y la
Fe-superdxidodismutasa pueden inhibirse por el H,0,. El radical hidroxilo que se forma a
partir de H,0, es el mds reactivo. Debido a que las células no tienen mecanismo
enzimatico para eliminarlos, los radicales hidroxilos pueden reaccionar con todas las

biomoléculas y el exceso de su produccion lleva a la muerte celular (Camarena, 2006).

1.4.3 Efecto de las especies reactivas de oxigeno sobre las biomoléculas

La mayoria de los radicales libres de interés bioldgico suelen ser extremadamente
reactivos e inestables, por lo que tienen un periodo de vida media muy corto, que se
puede medir incluso en fracciones de microsegundo. No obstante, cuando un radical libre
reacciona con un compuesto no radical pueden formarse otros radicales libres, de manera
gue es posible que se creen reacciones en cadena y den lugar a efectos biolégicos lejos del
sistema que origind el primer radical. Un ejemplo lo constituye la peroxidacion de lipidos.

Las proteinas, los lipidos insaturados, los acidos nucleicos y los carbohidratos son los

blancos fundamentales de las reacciones de los radicales libres (Cayuela, 1998).
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]
El consumo de oxigeno inherente al metabolismo celular produce especies reactivas del

oxigeno (Gilginet al., 2010).

1.4.3.1 Carbohidratos

Los carbohidratos son dafiados por los radicales libres en menor proporcién que otras

moléculas. Azucares tales como la glucosa, el manitol o ciertos desoxiazlcares pueden
reaccionar con el radical OH para producir sustancias reactivas. Asimismo, los

polisacaridos pueden sufrir el ataque de los radicales libres, en este caso, fragmentandose
a unidades mas sencillas. Greenwald y Moy (1980) han demostrado que el &acido
hialurénico se despolimeriza en presencia de concentraciones elevadas de radicales
hidroxilo, provocando un descenso de la viscosidad del liquido sinovial de las
articulaciones (Cayuela, 1998).

A pesar de que los radicales libres son especies extremadamente reactivas, las células
disponen de sistemas de proteccion frente a ellos. De hecho los radicales libres se estan
produciendo continuamente en el organismo, el problema sélo surge cuando hay una

sobreproduccién o cuando los sistemas antioxidantes estan debilitados (Cayuela, 1998).

1.4.3.2 Proteinas

Las proteinas son modificadas de diferente manera por las especies reactivas de oxigeno.
Los radicales libres de oxigeno, por ejemplo, pueden reaccionar directamente con el
ligando metdlico de muchas metaloproteinas. Se ha comprobado que el hierro de la
oxihemoglobina puede reaccionar con el radical superéxido o el peréxido de hidrégeno
para formar metahemoglobina. Otrahemoproteina citoplasmatica importante, la catalasa,

es inhibida por el 0,7, que la convierte en sus formas inactivas ferroxi y ferrilo. Por ultimo,

el peréxido de hidrégeno, producto de la dismutacién del O, , también puede reducir el

2 ;. . 1 . , ,
Cu”" de la superéxidodismutasaCuZn a Cu™’, reaccionando después con él y generando
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radical hidroxilo. A su vez, este radical hidroxilo ataca un residuo adyacente de histidina
del centro activo del enzima, necesario para la actividad catalitica.

Debido a la reactividad de los radicales libres con las moléculas insaturadas o que
contienen azufre, las proteinas con proporciones elevadas de triptéfano, tirosina,
fenilalanina, histidina, metionina y cisteina pueden sufrir modificaciones aminoacidicas
mediadas por radicales libres. En este sentido, se ha observado que enzimas tales como la
papaina, la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa e incluso la superéxidodismutasa, que
dependen todas ellas de estos aminoacidos para presentar actividad, se inhiben en
presencia de radicales libres. Las reacciones de los radicales libres con estos aminodacidos
dan lugar también a alteraciones estructurales en las proteinas provocando
entrecruzamientos y fendmenos de agregacién, que se ven favorecidos por la formacién
de puentes disulfurointra e intermoleculares.

Los enlaces peptidicos también son susceptibles de ser atacados por los radicales libres.
Estos enlaces pueden romperse tras la oxidaciéon de residuos de prolina por radicales
hidroxilo o superéxido.

Finalmente, la reaccién de los radicales libres con las proteinas también puede generar
subproductos que amplificarian el dafo inicial. Un ejemplo lo constituye la oxidacion del
triptéfano hasta H,0, y N-formilkinurenina, un compuesto que, al reaccionar con grupos

amino, provoca entrecruzamientos entre proteinas y/o lipidos (Cayuela, 1998).

1.4.3.3 Lipidos

Los radicales libres hidroxilo e hidroperoxilo y el oxigeno singulete pueden reaccionar con
los acidos grasos de los fosfolipidos y otros componentes lipidicos de las membranas para
formar hidroperdxidos lipidicos. Este proceso de peroxidacion lipidica comienza cuando el

radical libre quita un atomo de hidrégeno de uno de los carbonos metilenos de la cadena
carbonada para rendir un radical libre lipidico (L ). Los acidos grasos poliinsaturados de

membrana son especialmente susceptibles de ser atacados por radicales libres, puesto

gue contienen grupos metilenos separados por dobles enlaces que debilitan el enlace C-H
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metileno. Cuando el radical lipidico se origina, sufre inmediatamente un reajuste
molecular, produciéndose undieno conjugado que puede reaccionar con el O, y formar un
radical hidroperoxilo. Este radical libre da lugar a endoperdéxidos, o bien, puede tomar un
atomo de hidrégeno de un carbono metileno de otro acido graso poliinsaturado
adyacente para formar, de nuevo, un radical libre lipidico y un hidroperéxido (figura 7). El
radical lipidico se combina con otra molécula de oxigeno y asi se establece una cadena de
propagacion del daifio peroxidativo. Por su parte, el hidroperdxido, que es un compuesto
estable, si entra en contacto con iones metdlicos de transicién, producird mas radicales
libres que iniciaran y propagaran otras reacciones en cadena. Asi, las membranas resultan
seriamente dafiadas y, por lo tanto, su funcionabilidad se ve alterada.

Los productos finales del proceso de peroxidacién lipidica, entre los que se incluyen
hidrocarburos volatiles, alcoholes o aldehidos, pueden difundir lejos del lugar donde se
originaron y causar edema celular e influir en la permeabilidad vascular, inflamaciéon y

quimiotaxis (Cayuela, 1998).

BEATRIZ SUSANA JUAREZ BERNAL 26



“EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS ACUOSOS Y ETANOLICOS DE DIVERSAS VARIEDADES DE MAIZ DEL
ESTADO DE MEXICO, SOBRE ABTS™Y PEROXIDO DE HIDROGENO COMO ESPECIE REACTIVA DE OXIGENO”

A.-:/\-_-/\:/ Lipido poliinsaturado

--o" mow —r Radical libre lipidiCO‘

V=\=J\=-/ Dieno conjugado

\ r:\—/\g Radical peroxi

Hidroperoxido lipidico

"" __ —

!

E

ALDEHIDOS Y
PRODUCTOS DE POLIMERIZACION

Figura 7. Reacciones de la peroxidacion lipidica. (Fuente: Cayuela, 1998)

Estos productos pueden también alterar la actividad fosfolipasa e inducir la liberacion de
acido araquidénico y la subsecuente formacién de prostaglandinas y distintos
endoperdxidos.

El malondialdehido, que es otro producto final de la peroxidacién de acidos grasos con
tres o mas dobles enlaces, puede causar entrecruzamientos y polimerizacidn de distintos
componentes de la membrana. Asi pues, las propiedades de las membranas resultan adn

mas dafiadas (Cayuela, 1998).
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1.4.3.4 Acidos nucleicos

Los acidos nucleicos también pueden ser atacados por los radicales libres. Realmente la
citotoxicidad de estas especies quimicas, en gran parte, es una consecuencia de las
aberraciones cromosémicas producidas por las modificaciones quimicas que sufren las
bases y los azucares del ADN al reaccionar con los radicales libres, especialmente con el
OH'. Las modificaciones quimicas de los nucledtidos provocan, en muchos casos, la
ruptura de las hebras del ADN. Si el dafio que se origina es tan grande que no puede ser
reparado, se produce una mutacién, o bien, la célula muere. Se ha comprobado, por
ejemplo, que la ruptura del ADN que ocurre durante la explosion respiratoria producida
por los neutrdfilos en respuesta a determinados estimulos, puede causar la muerte de

estas células e inducir procesos autoinmunes (Cayuela, 1998).
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2. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y
OBJETIVOS
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2.1 Justificacion

México posee una diversidad en variedades de maiz en dondese encuentran los maices de
grano pigmentado con colores que van del negro hasta el rojo. El color se debe a la
presencia de compuestos como las antocianinas, carotenoides y betacarotenos por
mencionar algunos. Los maices son cultivados por pequefios productores, quienes los
consumen o bien comercializan sus excedentes en mercados regionales. El conocimiento
actual sobre los beneficios que trae a la salud humana el consumo cotidiano de los
compuestos fendlicos y las antocianinas anima a incorporarlos en otros alimentos como
parte de los ingredientes que los componen. Es razén por la cual es importante incentivar
la siembra de cultivos de maices pigmentados de tal forma que sea posible explotar al
maximo los beneficios que nos ofrecen y con ello permitir la conservacién de las
diferentes variedades de maiz. De ahi la importancia de investigaciones como esta en la
gue se busca comprobar y dar un fundamento cientifico sobre los efectos que tienen los
compuestos fendlicos y antocianinas que se encuentran en este cereal que forma parte

indispensable en la alimentacion bdsica mexicana.
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2.2 Hipotesis
Las variedades que presenten un mayor contenido de compuestos fendlicos seran las que
tendran mayor capacidad antioxidante y un mejor efecto en la accién del perdxido de

hidrégeno como especie reactiva de oxigeno.
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2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo general
Estudiar la actividad antioxidante sobre ABTS™" y peréxido de hidrégeno de compuestos
fendlicos totales y antocianinas totales obtenidos de extractos acuosos y etandlicos de

diferentes variedades de maiz.

2.3.2 Objetivos especificos
e Determinar el contenido de compuestos fendlicos totales en extractos acuosos y
etandlicos de diferentes variedades de maiz.
e Valorar la capacidad antioxidante de extractos acuosos y etandlicos de diferentes
variedades de maiz sobre el ABTS"".
e Analizar el efecto de extractos acuosos y etandlicos de diferentes variedades de
maiz sobre la formacidn de especies reactivas de oxigeno como el peréxido de

hidrégeno.
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z. METODOS
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3.1 Métodos

3.1.1 Seleccidon de muestra
Se emplearon muestras de cuatro diferentes variedades de maiz (Zea mays L.): maiz
blanco, maiz amarillo y maiz azul proporcionadas de manera directa por productores de

las localidades de Santiago Tlacotepec y maiz rojo adquirido en el mercado local de San

Pablo Autopan todos en el Estado de México (Figura 8).

Figura 8. Granos de maiz de las diferentes variedades del Estado de México utilizados en el estudio

Se seleccionaron los granos de maiz de tamano uniforme y sin dafios; con ausencia de
hongos, insectos y materia extrafia. Se molieron hasta obtener una harina (Figura 9) y se

almacenaron en bolsas de plastico a 4 °C hasta el momento del andlisis.
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Figura 9. Muestras de harina de maiz del Estado de México. De izquierda a derecha blanco, amarillo, rojo y
azul.

3.1.2  Preparacion de extractos acuosos
Se pesaron cuatro gramos de harina de maiz y se mezclaron con 20 mL de agua destilada
dejandose en agitacién constante por 24 horas a temperatura de 25 °C y en ausencia de
luz.Después de este tiempo se centrifugd la muestra a 2250 xg durante 15 minutos en una
centrifuga (Micro CL 17 CentrifugeThermoScientific). EI sobrenadante fue recolectado y

almacenado a 4 °C en ausencia de luz hasta el momento del analisis.
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3.1.3 Preparacion de extractos etandlicos
Se pesaron cuatro gramos de harina de maiz y se mezclaron con 20 mL de etanol (96%) la
mezcla se agitd constantemente durante 24 horas a temperaturade 25°Cy en ausencia de
luz. Después de este tiempo se centrifugd la muestra a 2250 xgdurante 15 minutos. El
sobrenadante fue recolectado y almacenado a 4 °C en ausencia de luz hasta el momento

del andlisis.

3.1.4 Determinacion de compuestos fendlicos totales de los extractos acuosos y
etandlicos

Los compuestos fendlicos totales se determinaron mediante el método
espectrofotométrico adaptado de Gutiérrez y col. 2008, utilizando el reactivo de Folin-
Ciocalteu.
Se tomaron 500 plL de los extractos y se aford en un matraz a un volumen de 25 mL con
agua destilada, en el caso de los extractos etandlicos se tomaron 50 uL y de igual manera
se aford en un matraz a un volumen de 25 mL con agua destilada. Posteriormente se tomo
1 mL de esta disolucién y se mezclé con 1.5 mL de reactivo de Folin- Ciocalteu (1N)
dejando en reposo a temperatura ambiente durante 5 minutos, después se agregd 1.5 mL
de carbonato de sodio al 20 %. Se agité suavemente y se le permitid reposar durante 90
minutos a 25 °C y en ausencia de luz. Después de este tiempo se volvid a agitar
manualmente y se midié la absorbancia a 760 nm en un espectrofotometro (Genesys 20
ThermoSpectronic). Este procedimiento se realizd con cada uno de los extractos por
triplicado. La cantidad total de compuestos fendlicos totales fue expresada como mg de

acido galico por cada 100 gramos de harina de maiz.
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3.1.5 Determinacion de antocianinas totales
Para el andlisis de las antocianinas totales se adaptd la técnica espectrofotmétrica de
Abdel-Aaal y Hucl (1999). Se pesaron cuatro gramos de harina de maiz y se mezclaron con
20 mL de unadisolucién acida de etanol dejandose en agitacion constante durante 24
horas a 25 °Cy en ausencia de luz. Una vez concluido este tiempo se centrifugd la muestra
en una centrifuga eppendorf a 3,000 xg durante 5 minutos. El sobrenadante fue
recolectado y almacenado en refrigeraciéon a aproximadamente 4°C en ausencia de luz
hasta el momento del andlisis. Posteriormente, sdélo en el caso del extracto
correspondiente a la muestra de maiz rojo y azul se realizé una dilucion tomandose 300 pL
del extracto en 4 mL de ladisolucidn acida de etanol. Se determind la absorbancia a 535 y
700 nm. Este procedimiento se realizd por triplicado y los resultados fueron expresados
como miligramos de cianidina 3-glucdsido por cada 100 g de harina de maiz utilizando

como coeficiente de extincién 25,965 M'cm™ y peso molecular 449.2 g/mol.

3.1.6 Determinacion de actividad antioxidante total
Este ensayo se realiz6 mediante el método reportado por Lopez(2008). Este método se
basa en la inhibicion por los antioxidantes de la absorbancia del radical catién ABTS *que
es formado por la interaccidon de ABTS con radicales de la ferrilmioglobina, los cuales son
generados por la activacion de metamioglobina con perdéxido de hidrégeno. Los
antioxidantes suprimen la absorbancia del radical catién ABTS”, dependiendo de la
capacidad de la sustancia investigada. Todos los reactivos fueron preparados en un
amortiguador salino de fosfato 10 mM (PBS pH 7.4). Los extractos fueron probados a una
concentracion 0.1 mM de compuestos fendlicos totales, utilizando TROLOX como testigo.
La disolucién de ABTS, metamioglobina y la muestra se mezclan iniciando la reaccién al
adicionar el peréxido de hidrégeno. Se midid la absorbancia a 734 nm por espacios de 30
segundos durante 10 minutos. El procedimiento se realizé por triplicado y el porcentaje de

inhibicidn se calculé mediante la siguiente férmula:
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Absorbancia testigo — Absorbancia yyestra

% Inhibicién = x 100

Absorbancia testigo

Donde:
Absorbancia del testigo= Absorbancia en ausencia de los estdndares o de los extractos.
Absorbancia de la muestra= Absorbancia en presencia de los estandares y/o de los

extractos.

3.1.7 Determinacion de potencia total de reduccién en medio acuoso
El ensayo de la potencia total de reduccién se realizé a partir del método reportado por
Lépez (2008) el cual estd basado en la generacién de un croméforo del radical ABTS™ y de
la capacidad de los antioxidantes para blanquear este radical utilizando como testigo al
trolox. Se prepard una disolucion de ABTS mezclando 5mL de una disolucion 7 mM de
ABTS y 88 pL de una disolucién 140 mM de persulfato de potasio, se dejé la mezcla
reposar por 12 horas en ausencia de luz hasta que desarrollara un color verde oscuro. La
disolucion obtenida fue diluida con metanol hasta una absorbancia de 0.7 a 734 nm. Los
extractos fueron probados a una concentracion de 0.1 mM de compuestos fendlicos. Se
trasfirieron 190 pL de metanol a una celda de cuarzo, y el ensayo se inicié cuando se le
adiciond 1 mL de la disolucién de ABTS preformado, se utilizé trolox 0.02 mM, se
determiné la absorbancia a 734 nm después de 10 minutos de reaccion. El procedimiento
se realizé por triplicado y el porcentaje de reduccidon de ABTS (radical catidn) se calculd

mediante la siguiente formula:

Absorbancia jicig — Absorbancia g
X

% Reduccién = 100

Absorbancia jpjcial

Donde:
Absorbancia inicial= Absorbancia en ausencia de los estandares o de los extractos.

Absorbancia final= Absorbancia en presencia de los estandares y/o de los extractos.
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3.1.8 Inhibiciéon de la actividad del peroxido de hidrégeno

Se tomaron 200 pL del extracto y disolvieron en 3.4 mL de amortiguador de fosfatos a pH
7.4, se mezclaron con 600 pL de una disolucion de perdéxido de hidrégeno 43mM
preparado en el mismo amortiguador. Después de 10 min se midié la absorbancia a 230
nm. Se realizdé el mismo procedimiento pero sin adicionar la disolucién de perdxido de
hidrégeno. Los resultados se calcularon mediante la formula descrita y se expresaron en
porcentaje de inhibicion de perdxido de hidrogeno. (Wettasingheet al., 2000;
Balasundramet al., 2005; Gill et al., 2011).

Absorbacia — Absorbancia
% Inhibicién H,0, = 100 x ( control 1 m“es“a)
Absorbancia coptrol

Donde:

Absorbancia del control= Absorbancia en ausencia de los estandares o de los extractos.
Absorbancia de la muestra= Absorbancia en presencia de los estandares y/o de los
extractos.

Todos los analisis fueron realizados por triplicado
3.1.9  Analisis estadistico

Se utilizé el software SPSS 8.0 para llevar a cabo un anlisis factorial (ANOVA) de 4 x 2
comparando cuatro diferentes variedades de maiz (maiz blanco, maiz amarillo, maiz rojo y
maiz azul) y dos tipos de disolventes (agua y etanol al 96%). La diferencia fue considerada
a un nivel de significancia de p <0.05. La correlacidn entre los ocho tratamientos fue

establecida mediante un analisis de regresién y una prueba de Tukey.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Compuestos fendlicos totales de los extractos acuosos y etanédlicos
Se obtuvieron cuatro variedades de maiz para el presente estudio. El origen y la respectiva

pigmentacion aparecen en la tabla 2.

Tabla 2. Origen y pigmentacidn de las diferentes variedades de maiz del Estado de México utilizadas en el

estudio

Variedad Origen Pigmentacion
Maiz blanco Santiago Tlacotepec, Toluca, Estado de México Blanco
Maiz amarillo Santiago Tlacotepec, Toluca, Estado de México Amarillo
Maiz rojo San Pablo Autopan, Toluca, Estado de México Rojo
Maiz azul Santiago Tlacotepec, Toluca, Estado de México Azul

La eficiencia en el proceso de extraccién es un factor importante cuando se compara la
actividad antioxidante de diferentes productos. Sin embargo, los compuestos
antioxidantes son dificiles de extraer debido a su diferencia en solubilidad. Estudios
previos han reportado mayores eficiencias de extraccién de compuestos fenélicos totales
en granos al utilizar metanol en comparacién con otros disolventes como n-hexano,
acetato de etilo, acetona y agua (Okiet al., 2002; Sosulskiet al., 2000). De acuerdo a Cook y
Samman, (1996) y Ayyat y Youssef, (1997), los compuestos fendlicos como catequinas,
flavanonas, glicdsidos de flavonoides, antocianidinas, flavanones y compuestos que
poseen un gran numero de grupos hidroxilo instituidos o azlcares, son altamente polares
y son mas facilmente extraibles por disolventes como metanol, etanol y agua. Por otro
lado las agliconas menos polares, como las isoflavonas, flavanonas y procianidinas,
tienden a ser mas solubles en disolventes como éteres, cloroformo o acetonitrilo. En
estudios realizados por Francis (1999), se encontrd la presencia de pelargonidinas,
cianidinas, peonidinas y sus derivados malonil glucésidos en diferentes variedades de maiz
pigmentado. Aokiet al. (2001) aislaron en maiz morado glucésidos de cianidina,

pelargonidina, peonidna, y derivados de cianidinas, acido gélico y kaemferol. Vinsonet al.
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(1998) detectaron catequina, kaemferol y dcido galico de maiz amarillo. Todos ellos son
compuestos polares que son extraidos por medio de mezclas metanolicas o etanolicas.

Diversos estudios han determinado que los compuestos polifendlicos presentes en granos,
vegetales y frutas, son uno de los componentes antioxidantes mas efectivos, por lo que es
importante cuantificar estos compuestos en diversas variedades de extractos (Veliogluet

al., 1998).
Para el analisis se utilizaron como disolventes agua destilada y etanol al 96%.

Las concentraciones de compuestos fendlicos totales, expresados como mg de acido
galico por cada 100 gramos de harina de maiz de las variedades estudiadas se muestran

en la tabla 3.

Las concentraciones que se encontraron fueron de 128, 166, 110 y 206 mg para el
extracto acuoso y 221, 177, 229 y 249 mg para el extracto etandlico en maiz blanco,
amarillo, rojo y azul respectivamente. El maiz azul presentd la mayor concentracion de
compuestos fendlicos totales en ambos tipos de extraccion. Por otra parte en base al
resultado de compuestos fendlicos totales podemos observar que el mejor disolvente fue

etanol al 96% (Tabla 3).

Tabla 3. Contenido de compuestos fendlicos y antocianinas totales en las diferentes variedades de maiz

del Estado de México

Compuestos fenolicos totales
9 Antocianinas % Antocianinas
Variedad P Extracto P Extracto
totales totales
acuoso etandlico
Maiz blanco 128 +1.57 2 221+3.5° 0.47 £0.01 0.22
Maiz amarillo | 166+2.49° 177 £2.44° 0.34 +0.01 0.19
Maiz rojo 110+0.81° 229+2.21° 27.71+£0.03 12.08
Maiz azul 206 + 1.98° 249+ 1.47 ¢ 70.44 + 0.02 28.24

T%9 Las medias con letras iguales en una misma columna no difieren significativamente (p>0.05).
P Concentraciéon de compuestos fendlicos totales expresada en mg de 4cido galico/ 100 g de harina de maiz.
9 Concentracién de antocianinas totales expresada en mg de cianidina 3-glucésido / 100 g de harina de maiz.
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Lépez-Martinez et al. (2009) encontraron para los extractos acuosos concentraciones de
compuestos fendlicos totales 177, 216, 266 y 235 mg por 100 g de harina de maiz, en
tanto que para los extractos etandlicos 164, 348, 365 y 274 mg de 4acido galico por 100 g
de harina de maiz blanco, amarillo, rojo y azul respectivamente En donde los resultados
de este estudio para los compuestos fendlicos totales de los extractos tanto acuosos
como etandlicos son menores a los obtenidos en este estudio a excepcion del extracto

etandlico del maiz blanco en donde ocurre lo contrario.

Mora-Rochinet al. (2010) obtuvieron 167.4, 137.7, 140.7 y 142.1 mg de acido gdlico por
100 g de maiz de compuestos fendlicos totales estos datos son un poco menores a los
generados en el presente estudio. Del Pozo- Insfranet al. (2006) reportaron haber
utilizado maiz blanco (3430 mg de acido galico por cada 100 g de harina de maiz) de
Nuevo Ledn, México y maiz azul (410 mg de acido gdlico por cada 100 g de harina de
maiz) de la ciudad de Toluca, México. La ciudad de origen de la muestra de maiz azul es la
misma. El resultado obtenido de compuestos fendlicos totales para el maiz blanco en este
estudio (221 mg de acido galico por cada 100 g de harina de maiz) representa el sélo 6%
comparado con el Del Pozo- Insfranet al. (2006). Cabe destacar que el contenido de
compuestos fendlicos totales de maiz azul (249 mg de acido galico por cada 100 g de maiz)
también es menor representando un 61% respecto al reportado por Del Pozo- Insfranet al.

(2006).

Es posible que estas diferencias con respecto a cada autor citado se presenten debido a la
diferencia de técnicas mediante las cuales se llevd a cabo el andlisis, ademas de las
muestras provienen de lugares en los que las condiciones ambientales, estacionales y

geograficas son diferentes.

Las diferencias encontradas dependiendo del medio de extraccion refleja la relativa
polaridad de los compuestos fendlicos del grano y ademas el hecho de que algunos de

ellos se encuentren esterificados o glicosilados.
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Por otra parte el analisis estadistico revela que si hay diferencia significativa entre los
resultados de los compuestos fendlicos totales de los extractos acuosos respecto a cada

variedad, lo mismo ocurre para los extractos etandlicos

4.2 Contenido de antocianinas totales

El color amarillo del grano de maiz estd relacionado con la biosintesis de carotenoides,
pero el rojo cereza, el azul y el negro-purpura, con sus tonalidades intermedias, son
producidos por las antocianinas; mientras que el blanco resulta de la ausencia de estos
pigmentos.

El contenido de antocianinas totales fue de 0.48, 0.34, 27.71 y 70.44 mg de cianidina 3-
glucdsido/100 g de harina de maiz blanco, amarillo, rojo y azul respectivamente. No
obstante, los resultados de antocianinas en maiz blanco y amarillo obtenidos en este
estudio no se atribuyen a estos compuestos.

Espinoza (2008) menciona que durante el proceso de extraccidon de antocianinas también
obtuvo algun tipo de proteinas, similares a la zeina, solubles en soluciones acidas y en
alcohol. Se sabe que los granos de color amarillo y blanco no tienen la capacidad de
biosintetizar y acumular antocianinas; sin embargo, algunos analisis bioquimicos del grano
de maiz blanco y amarillo, mediante espectrofotometria, indican la presencia de
antocianinas en el extracto, lo cual no es posible atribuir esos valores a la presencia de
estos pigmentos, sino mas bien podrian ser otros compuestos que estan interfiriendo en

las lecturas obtenidas.

En estudios realizados por De la Parra et al. (2007), se determind el contenido de
antocianinas totales en variedades de color blanco, amarillo, rojo y azul, encontrando
concentraciones de estos compuestos de 1.33, 0.57, 9.75 y 36.87 mg/100 g de harina de
maiz. En otro estudio llevado al cabo por Del Pozo-Insfranet al. (2006) encontraron, en
variedades de maiz azul mexicano y azul americano, concentraciones de antocianinas de
34.22 y 26.0 mg/100 g de harina de maiz (274 mg /100 g de harina de maiz en el maiz azul
del presente estudio). Los autores utilizaron la misma técnica de extraccion por lo que las

diferencias en los resultados pueden deberse a la variabilidad genética y al origen de cada
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una de las variedades utilizadas en cada estudio, al igual que en el caso de los compuestos

fendlicos totales (las antocianinas son parte de estos).

El contenido total de antocianinas se encuentra relacionado con el color de grano, de tal
forma que los granos mas oscuros presentan mayor concentracion de estos pigmentosque

es el caso de los granos de maiz azules.

La concentracién de antocianinas totales en el maiz rojo y azul fue de 27.71 y 70.44
mg/100 g de harina de maiz en tanto que en estudios realizados por Lépez et al. (2011) en
granos de maiz obtenidos de un mercado local de la Ciudad de México fue de 82.3y 63.1
respectivamente.

Mora-Rochinet al. (2010) reporta un contenido de 0.99 y 30.69/ 100 g en maiz rojo y azul
de la Facultad de Agronomia de la Universidad Autéonoma de Sinaloa en México, ambos
valores son bajos respecto a lo obtenido en este estudio.

Otro estudio realizado por Del Pozo- Insfranet al. (2006) expresa un contenido de 34.22
mg / 100 g en maiz azul mexicano que es un valor al menos 2 veces menor al derivado de
este estudio (70.44 mg /100 g). Cabe destacar que la muestra de maiz azul fue recolectada
del mismo municipio que reporta Pozo et al. (2007).

Debido a que los compuestos fendlicos, incluyendo flavonoides y antocianinas, poseen
actividades bioldgicas relacionadas con la promocion de la salud, las pruebas de actividad
antioxidante fueron conducidas en niveles estandarizados de compuestos fendlicos. Tanto
los compuestos fendlicos como las antocianinas de maiz y otros pigmentos azules-rojos
exhiben diversas actividades antioxidantes (Del Pozo-Insfranet al., 2006, Lépez-Martinez

et al., 2009)
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4.3 Actividad antioxidante
4.3.1 Actividad antioxidante total
4.3.1.1 Relacion entre el contenido de compuestos fendlicos total y la
actividad antioxidante

Al llevar a cabo un analisis estadistico ANOVA de las cuatro variedades de maiz utilizadas
en el estudio, se observd que si existen diferencias significativas (P<0.05) entre las
muestras para el contenido de compuestos fendlicos totales, antocianinas, actividad
antioxidante, la potencia total de reduccion y de inhibicion de peréxido de hidrégeno
tanto en los extractos acuosos como en los extractos etandlicos.
Los porcentajes obtenidos de actividad inhibidora sobre ABTS "de los extractos acuosos
son 67.5%, 36.5%, 69.8% y 68.0 %. En tanto que los extractos etandlicos son 9.6%, 68.6%,
56.1% y 53.2% respectivamente para maiz blanco, amarillo, rojo y azul (tabla 4).
A pesar de que la prueba Tukey (Anexo 7) demuestra que hay diferencia significativa
(P<0.05) entre todas las muestras de maiz en el contenido de compuestos fendlicos
totales en los extractos acuosos esta misma prueba revela que no existe diferencia entre
el maiz blanco, maiz rojo y maiz azul respecto al porcentaje de actividad antioxidante. Sin
embargo, el maiz amarillo es el que presenta el porcentaje mas bajo de actividad
antioxidante y es diferente significativamente (P<0.05) respecto a los demds variedades.
Por otra parte en los extractos etandlicos los compuestos fendlicos de las diferentes
variedades de maiz fueron diferentes significativamente (P<0.05) y ello se refleja de igual
forma en el porcentaje de actividad antioxidante presentando una mejor inhibicion el

maiz amarillo contrario al extracto acuoso.
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Tabla 4. Actividad antioxidante total de diferentes variedades de maiz del Estado de México

% Actividad antioxidante total
Variedad
Extracto acuoso | Extracto etandlico
Maiz blanco 67.5+0.15° 9.6+0.21°
Maiz amarillo | 36.5+0.12° 68.6+0.15°
Maiz rojo 69.8+0.15° 56.1+0.25°¢
Maiz azul 68.0 +2.04° 53.2+0.7°

T Las medias con letras iguales en una misma columna no difieren significativamente (p>0.05)

Mora-Rochinet al. (2010) mencionan que las capacidades antioxidantes del maiz blanco,
rojo y maiz amarillo fueron significativamente mayores (p < 0,01) en comparacién con el
maiz azul. La diferencia fue inesperada debido a que el maiz azul contenia la mayor
cantidad de antocianinas que se consideran como potentes antioxidantes. Asi pues Mora-
Rochinet al. (2010) indican que la inesperada menor capacidad antioxidante observada en
el maiz azul puede ser explicada por la baja concentracidon de acido felurico total (30 %
menor en comparacién con los otros genotipos de su estudio) en donde es bien sabido
que el acido ferdlico es el acido fendlico mas abundante y promotor de la actividad
antioxidante en el maiz. La interaccidn entre los otros fitoquimicos que se encuentran en
maiz azul, también puede tener un impacto en los niveles de capacidad antioxidante.
Lépez- Martinez et al. (2009) reporta valores de 148, 140, 153 y 152 mg de acido

ferulico/100 g de muestra en maiz blanco, amarillo, rojo y azul.

A pesar de que la cantidad de antocianinas en el maiz azul fue un poco elevada respecto a
lo reportado por otros autores y no se obtuvo el resultado esperado, la diferencia puede
ser atribuible a la baja cantidad de compuestos fenélicos obtenidos en el presente. En un
estudio realizado para diferentes variedades de maiz con y sin coloracidn presente, Lopez
2008 menciona que generalmente las variedades que muestran mayor capacidad para
inhibir la generacién de radicales libres son las mismas que poseen mayor capacidad de
inhibir la accién de los radicales libres ya formados en el medio y las variedades con altas

concentraciones de antocianinas estuvieron asociadas con mayores actividades
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antioxidantes. Sin embargo en el presente estudio no se observa esa tendencia en las
variedades coloreadas (maiz rojo y maiz azul) puesto que en los extractos acuosos y
etandlicos el valor mas alto de compuesto fendlicos totales y antocianinas lo presenta el
maiz azul y este no es el que tuvo la mejor actividad antioxidante. Esta situacion puede
explicarse debido a que la composicion polifendlica particular de cada variedad ademas
del papel que juegan componentes como el acido ferulicoy la presencia de antocianinas
especificas, asi como la interaccion entre sus componentes, es un factor que
probablemente impacta en sus niveles de capacidad antioxidante y la eficiencia general de
un compuesto antioxidante es dependiente de la interaccién con otros constituyentes de
la matriz, la polaridad del sistema de pruebas, la naturaleza del radical y el tipo de sustrato

protegido por el antioxidante (Del Pozo - Insfranet al., 2006; Lépez- Martinez et al., 2009).

4.3.2 Potencia total de reduccion en medio acuoso
Al realizar la prueba de Tukey se obtiene que entre los extractos acuosos de las diferentes
variedades hay diferencia significativa (P<0.05) en el porcentaje de potencia total de

reduccion sobre ABTS"y se presenta la misma situacidn para los extractos etandlicos.

Tabla 5. Potencia total de reduccion de diferentes variedades de maiz del Estado de México

% Potencia total de reducciéon
Variedad

Extracto acuoso | Extracto etandlico

Maiz blanco | 25.8 +0.15° 13.1+0.21°

Maiz amarillo | 64.5 +0.00° 70.1 +0.15°

Maiz rojo 20.3+0.30° 68.7 £0.15 ¢

Maiz azul 23.1+0.15 ¢ 50.6 + 0.06 ¢

T% Las medias con letras iguales en una misma columna no difieren significativamente (p>0.05)

En base al tipo de extracto analizado los que presentaron un mejor desempenio fueron los
extractos etandlicos, a excepcién del caso de la variedad de maiz blanco (tabla 5).
En esta ocasion para ambos extractos el maiz amarillo tuvo un mayor porcentaje de

potencia total de reduccion. Contrario a lo que reportan otros autores respecto a un
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]
mejor desempeiio del maiz azul debido a la presencia de antocianinas. Nuevamente esta
situacion puede explicarse debido a que la composicién polifendlica particular de cada

variedad.

4.3.3 Inhibicion de la formacion de peroxido de hidrégeno
4.3.3.1 Relacidn entre el contenido de compuestos fendlicos total y la

capacidad de inhibir la formacidén de perdéxido de hidrégeno
Los antioxidantes reducen el dafio oxidativo a biomdleculas por la modulacién de los
efectos de los reactivos oxidantes. Por lo tanto ha sido recomendado el aumento del
consumo de frutas y verduras que contienen altos niveles de antioxidantes. Se ha
documentado la importancia y beneficios para la salud del consumo de granos en la
prevencion de enfermedades. Sin embargo, ha sido poca la atencidn que se presta al

consumo de cereales en comparacidn a las frutas y hortalizas (Kwami y Hai, 2002).

Los cereales contienen fitoquimicos Unicos que complementan las frutas y verduras
cuando se consumen juntos. Por ejemplo, diversas clases de compuestos fenélicos en los
granos incluyen derivados de &acidos benzoico y cinamico, antocianidinas, quinonas,
flavonoles, chalconas, flavanonas, flavonas y betalainas(Kwami y Hai, 2002). Los
resultados del presente estudio respecto al porcentaje de inhibicion del perdxido de
hidrogeno en los extractos acuosos son 47.3%, 28.7%, 51.3% y 11.4% en tanto que en los
extractos etandlicos son 61.0%, 58.8%, 32.2% y 6.6% para el maiz blanco, amarillo, rojo y

azul respectivamente (Tabla 6).

Tabla 6. Inhibicién de peréxido de hidrégeno de diferentes variedades de maiz del Estado de México

% Inhibicion peréxido de hidrégeno
Variedad
Extracto acuoso | Extracto etandlico
Maiz blanco 47.3+2.97° 61.0+2.35°
Maiz amarillo | 28.7+1.47° 58.8+6.47°
Maiz rojo 51.3+0.82° 32.2+282°
Maiz azul 11.4+0.32 © 6.6 +1.19°

T%% Las medias con letras iguales en una misma columna no difieren significativamente (p>0.05)
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Al realizar la prueba Tukey en los extractos acuosos se observa que no hay diferencia
significativa (P<0.05) en el porcentaje de inhibicién del peréxido de hidrégeno entre el
maiz blanco y el maiz rojo pero estos valores si difieren significativamente (P<0.05) de los
obtenidos entre el maiz amarillo y azul.

Por otro lado al efectuar la prueba Tukey en extractos etandlicos resulta que el
porcentaje de inhibicion del perdxido de hidréogeno es diferente significativamente
(P<0.05) entre las cuatro variedades. Asi pues al efectuar la prueba t de student (Anexo 8)
observamos que hay diferencia significativa entre realizar un extracto con agua o etanol al
96%. Por lo tanto en base a los resultados obtenidosse puede afirmar que el extracto
etandlico del maiz blanco tuvo un mejor efecto de inhibicién del peréxido de hidrégeno
con el 61%. Por lo tanto no es posible dar por hecho que un alto contenido de compuestos
fendlicos resultara en un alto porcentaje de inhibicién del peréxido de hidrégeno

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se ve influenciada por varios
factores, por ejemplo, la posiciéon y el grado de hidroxilacidn, la polaridad, solubilidad,
reduciendo el potencial de reduccién vy la estabilidad de los radicales fenoxi. La estructura
de los compuestos fendlicos, en particular, la posicién y el grado de hidroxilacién, es de
primordial importancia en la determinacion de su actividad antioxidante (Balasundramet.,
al 2006).

Se obtendria una mejor comparacién entre las actividades anti-radicales de los extractos
de estas variedades de maiz mediante aislamientos de compuestos especificos.

Por otra parte, se conocen los factores tales como la polaridad del sistema de ensayo, la
naturaleza de los radicales y el tipo de sustrato para influir en la eficacia global de un

antioxidante (Lopez, 2008).
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5. CONCLUSIONES
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1. La mayor eficiencia de extraccién de compuestos fendlicos totales en las diferentes
variedades de maiz fue la efectuada con etanol.

2. La variedad de maiz que presentd mayor contenido de compuestos fendlicos totales
tanto en los extractos acuosos como en los etandlicos fue el maiz azul, de igual manera
esta variedad tuvo la mayor cantidad de antocianinas; sin embargo no posee el mejor
desempeiio en actividad antioxidante, potencia total de reduccidn e inhibiciéon de
perdxido de hidrégeno.

3. No se observd una correlacién lineal entre el contenido de compuestos fendlicos totales
y antocianinas sobre la inhibicién de ABTS " y peréxido de hidrégeno.

4. Cabe destacar que la eficiencia general de un compuesto antioxidante es dependiente
de la interacciéon con otros constituyentes de la matriz, la polaridad del sistema de
pruebas, la naturaleza radical y el tipo de sustrato protegido por el antioxidante.
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6. SUGERENCIAS
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Se recomienda en estudios posteriores realizar la determinacién del acido ferulico total
para llegar a establecer una posible interrelacién entre compuestos fendlicos totales y
antocianinas totales sobre la inhibicién de ABTS™" y peréxido de hidrégeno.
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8. ANEXOS
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Anexo 1. Curva de calibracion para la determinacion de compuestos fenodlicos totales
por el Método de Folin-Ciocalteu (Gutiérrez et al., 2008)

Preparacion de reactivos:

-Disolucién patréon de acido galico: Pesar 25 mg de acido gdlico y colocar en un matraz
aforado llevando a un volumen de 25 mL con agua destilada. Enseguida preparar una
dilucién 1:10 con agua destilada (siempre se utiliza una disolucidn recién preparada).

-Disolucion 1N del reactivo Folin-Ciocalteu: Por medio de una dilucion 1:2 del reactivo
comercial (2N) en agua destilada; proteger de la luz y colocar en refrigeracién hasta su
uso.

-Disolucién de carbonato de sodio al 20%: Pesar 5 g de carbonato de sodio, colocar en un
matraz aforado de 25 mL, inicialmente disolver en 15 mL de agua grado HPLC y llevar a
ultrasonido hasta su completa disolucién, finalmente llevar a su volumen de aforo con
agua.

Curva de calibracion:

A partir de la disolucidn patrén de acido galico, en viales protegidos de la luz, hacer las
diluciones necesarias con agua destilada para obtener concentraciones de 0 mg/L, 1 mg/L,
2 mg/L, 3 mg/L, 4 mg/Ly 5 mg/L para la preparacion de la curva de calibraciéon. Tomar
respectivamente 20 pL, 40 pL, 60 uL, 80 pL y 100 pL de la disolucién patrén de acido galico
de 0,1 g/L en viales ambar de 3 mL, luego adicionar a cada vial, 250 uL de reactivo de
FolinCiocalteu 1N, agitar durante 5 min en el ultrasonido, posteriormente adicionar 1 250
pL de la disolucion de carbonato de sodio al 20 % a cada vial, llevar a un volumen final de
2 ml con agua destilada y dejar reposar por 2 h. También preparar un blanco con todos
los componentes excepto la disolucidn de acido galico. Leer la absorbancia a 760 nm en el
espectrometro
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Curva de calibracién para fenoles totales
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Figura 10. Curva de calibracion de contenido de fenoles (Fuente: Gutiérrez et al., 2008)

Muestras:

Tomar 2 mg de cada extracto liofilizado, colocar en un matraz erlenmeyer y se les agregar
50 mL de agua destilada y agitar. Enseguida tomar 0,5 mL de cada una de estas soluciones
y mezclar con 0,75 mL de reactivo de Folin- Ciocalteu dejar en reposo a temperatura
ambiente por 5 min después agregar 0,75 mL de carbonato de sodio al 20 %. Agitar
fuertemente, dejar reposar durante 90 min a temperatura ambiente. Después de este
tiempo medir la absorbancia a 760 nm.
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Anexo 2. Curva de calibracion obtenida para la determinacion de compuestos fenolicos

totales por el Método de Folin-Ciocalteu

Para la realizacion de la curva de calibracién en la determinacién de compuestos fendlicos

se adicionaron las cantidades de los reactivos que se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Datos para la realizacion de la curva de calibracion en la determinacion de compuestos fendlicos

totales
No | Disolucion de | Agua destilada | Reactivo de Folin-Ciocalteu | Disolucion
acido galico (puL) | (pL) (uL) Na,CO; al 20%
(nL)
1 0 1000 500 2500
2 40 800 500 2500
3 80 800 500 2500
4 120 800 500 2500
5 160 800 500 2500
6 200 800 500 2500
7 240 800 500 2500
8 280 800 500 2500
9 320 800 500 2500
Curva de calibracion para determinacion de compuestos fenélicos
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Figura 11. Curva de calibracién para determinacion de compuestos fendlicos
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Anexo 3. Determinacidon de antocianinas totales (AbdelAal y Hucl, 1999) reportada por
Lopez (2008)

Preparacion de reactivos:

Disolucidnetandlica a pH 1: Disolver 12 mL de HCl concentrado en 500 mL de una
disolucion de etanol al 95%

Procedimiento:

Un gramo de maiz se homogenizd con la disoluciénetandlica. Mantener por 12 horas en
agitaciéon constante a 4°C. Centrifugar el extracto. Colectar el sobrenadante. Leer en el
espectrofotémetro a 535 nm y a 700 nm. Restar la lectura 700 nm a la de 535 en los casos
en que la muestra se presente turbia.

Para el calculo de las antocianinas totales utilizar el coeficiente de extincién de 25965 M~
Yem™ y un peso molecular de 449 g/mol.

Anexo 4. Determinacion de actividad antioxidante total (Rice-Evans, 1994) reportada
por Lopez (2008)

Preparacion de reactivos:

- Trolox: Disuelva 0.15641 g de Trolox en 250 mL de fosfato de potasio salino 2.5 mM pH
7.4

- Disolucion A:

Peréxido de hidrégeno 500 mM.: Si la disolucion es al 30% diluir 515 pL de perdxido de
hidrégeno en 10 mL de buffer de fosfato salino

-Disolver 0.02743 g de ABTS y disolver en 10 mL de buffer de fosfato salino

-Pesar 0.0752 gramos de metamioglobina y disolver en 10 mL de buffer de fosfato salino y
almacenarlo a—18 °C hasta el momento de ser utilizado.

Las soluciones de ABTS, metamioglobina y la muestra se mezclan y se inicia la reaccién
adicionando la disolucion A

Se mide la absorbancia a 734 nm a espacios de 30 segundos durante 10 minutos
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Figura 12. Curva de calibracién para la determinacion de la inhibicién de los radicales libres de ABTS"™

Anexo 5. Determinacidn de potencia total de reduccion (Pellegrini, 1999) reportada por
Lopez (2008)

Preparacion de soluciones
Disolucién A:

- 5 mLde una disolucién acuosa de ABTS 5 mM
Disolucién B:

- 88 uL de persulfato de sodio 140 Mm
Disolucién C:

- Mezcla Ay B e incubar a temperatura ambiente por 12 horas

-Diluir C con etanol hasta una absorbancia de 0.70

- Trolox: Disuelva 0.15641 gramos de Trolox en 250 mL de fosfato de potasio salino 2.5
mM pH 7.4
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1 mL de la disolucion C es mezclada con alicuotas de la muestra
Mezclar por 30 segundos
Leer absorbancia a 734 nm durante 30 minutos cada minuto.

Anexo 6. Ensayo con perdéxido de hidrégeno

Preparacion de reactivos:

-Buffer de fosfatos 0.1 M a pH=7.4

Disolucién A: Pesar 1.42 g de Na,HPOQ, y disolver en 100 mL de agua destilada.
Disolucidn B: Pesar 13.799 g de NaH,P0O,4-H,0 y disolver en 100 mL de agua destilada.

A la disolucion A agregarle poco a poco la disolucién B midiendo el pH hasta llegar a 7.4.
-Disolucién de perdxido de hidrogeno 43 mM en buffer de fosfatos 0.1 M de pH=7.4

Adicionar 110.8 pL de perdxido de hidréogeno en 25 mL de buffer de fosfatos 0.1 M de
pH=7.4.

Curva de calibracion:

Tomar 1 mL de disolucidn estandar (disolucién de acido galico) a una concentracion de 20
mg/L, 40 mg/L, 60 mg/L, 80 mg/L, 100 mg/L, 120 mg/L, 140 mg/L, 160 mg/L, 180 mg/Ly
200 mg/L. Disolver en 3.4 mL de 0.1 M de buffer de fosfatos a pH=7.4. Mezclar con 600 pL
de una disolucion de 43 mM de H,0, preparado en el mismo buffer. Medir absorbancia a
230 nm a 0 min y 10 min (Tabla 8). Realizar el mismo procedimiento pero sin adicionar la
disolucién de peréxido de hidrégeno (Tabla 9).
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Tabla 8. Datos para la realizacion de la curva de calibracion del porcentaje de inhibicion de perdxido de

hidrégeno
Concentracion .mL d?, mL de buffer . ML ., Absorbancia a 230
No | disolucién acido galico d|soI’uf:|on de fosfatos disolucion - am
(mg/L) deacido | o1 \pH=7.4 | 3MM Tiempo
galico H.0; 0 min 10 min
1 0 0 34 600
2 20 1 3.4 600
3 40 1 34 600
4 60 1 34 600
5 80 1 34 600
6 100 1 34 600
7 120 1 3.4 600
8 140 1 3.4 600
9 160 1 3.4 600
10 180 1 3.4 600
11 200 1 34 600

Tabla 9. Datos para la realizacion del blanco en la curva de calibracion del porcentaje de inhibicién de
peroxido de hidrégeno

Concentracion disolucion acido galico (mg/L) | mL de mL de buffer de uL
No disolucién fosfatos 0.1 M disolucion
de acido pH=7.4 43 mM
galico H,0,
1 0 0 3.4 0
2 20 1 3.4 0
3 40 1 3.4 0
4 60 1 3.4 0
5 80 1 3.4 0
6 100 1 3.4 0
7 120 1 3.4 0
8 140 1 3.4 0
9 160 1 3.4 0
10 180 1 3.4 0
11 200 1 3.4 0
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Muestras:

Tomar 200 plL del extracto y disolver en 3.4 mL de 0.1 M de buffer de fosfatos a pH=7.4.
Mezclar con 600 pL de una disoluciéon de 43 mM de H,0; preparado en el mismo buffer.
Medir absorbancia a 230 nm transcurridos 10 min (Tabla 10). Realizar el mismo
procedimiento pero sin adicionar la disolucién de perdxido de hidrégeno (Tabla 11).

Tabla 10. Determinacion del porcentaje de inhibicion de perdxido de hidrogeno de las diferentes
variedades de maiz

No | Coloracion | Tipo de uL mL de buffer de uL
extracto extracto fosfatos 0.1 M disolucién
pH=7.4 43 mM H,0,

1 Azul Acuoso 200 3.4 600
2 Rojo Acuoso 200 3.4 600
3 | Amarillo | Acuoso 200 3.4 600
4 Blanco | Acuoso 200 3.4 600
5 Azul Etandlico 200 3.4 600
6 Rojo Etandlico 200 3.4 600
7 | Amarillo | Etandlico 200 3.4 600
8 Blanco | Etandlico 200 3.4 600

Tabla 11. Determinacion de blancos en el porcentaje de inhibicion de perdxido de hidrégeno de las
diferentes variedades de maiz

No | Coloracién | Tipo de uL mL de buffer de puL
extracto extracto fosfatos 0.1 M disolucion
pH=7.4 43 mM H,0,
1 Azul Acuoso 200 3.4 0
2 Rojo Acuoso 200 34 0
3 | Amarillo | Acuoso 200 3.4 0
4 Blanco | Acuoso 200 3.4 0
5 Azul Etandlico 200 3.4 0
6 Rojo Etandlico 200 3.4 0
7 | Amarillo | Etandlico 200 3.4 0
8 Blanco | Etandlico 200 3.4 0
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Anexo 7. Comparacion de medias (Prueba Tukey a= 0.05)

7.1 Compuestos fendlicos totales de extractos acuosos

Variedad Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
HSD de Tukey® 3 3| 109,5433
1 3 127,8533
2 3 165,5967
4 3 206,2333
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 3,000.
b. Razdn de seriedad del error de tipo 1/tipo 2 = 100
7.2 Compuestos fendlicos totales extractos etandlicos
Variedad Subconjunto para alfa =0.05
1 2 3 4
HSD de Tukey? 2 3| 177,0933
1 3 221,2367
3 3 229,3567
4 3 249,4067
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafo muestral de la media armodnica = 3,000.
b. Razdn de seriedad del error de tipo 1/tipo 2 = 100
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7.3 Antocianinas totales

Variedad Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
HSD de Tukey® 2 3 ,3400
1 3 ,4833
3 3 27,7133
4 3 70,4400
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 3,000.
b. Razdn de seriedad del error de tipo 1/tipo 2 = 100

7.4 Actividad antioxidante de extractos acuosos mediante ABTS

Variedad Subconjunto para alfa =0.05
1 2 3
HSD de Tukey® 2 3| 36,4667
1 3 67,5333
4 3 67,9667
3 3 69,7667
Sig. 1,000 ,107

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafo muestral de la media armodnica = 3,000.
b. Razdn de seriedad del error de tipo 1/tipo 2 = 100

BEATRIZ SUSANA JUAREZ BERNAL

70



“EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS ACUOSOS Y ETANOLICOS DE DIVERSAS VARIEDADES DE MAIZ DEL
ESTADO DE MEXICO, SOBRE ABTS™Y PEROXIDO DE HIDROGENO COMO ESPECIE REACTIVA DE OXIGENO”

7.5 Actividad antioxidante de extractos etandlicos mediante ABTS

Variedad Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
HSD de Tukey® 1 3] 9,6333
4 3 53,2000
3 3 56,0667
2 3 68,6333
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 3,000.
b. Razdn de seriedad del error de tipo 1/tipo 2 = 100
7.6 Potencial de reduccidn de extractos acuosos mediante ABTS %
Variedad Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
HSD de Tukey® 3 3| 20,3000
4 3 23,1333
1 3 25,8333
2 3 64,5000
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armodnica = 3,000.
b. Razdn de seriedad del error de tipo 1/tipo 2 = 100
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7.7 Potencial de reduccion de extractos etandlicos mediante ABTS

Variedad Subconjunto para alfa =0.05
N 1 2 3 4
HSD de Tukey® 1 3| 13,1333
4 3 50,5667
3 3 68,6667
2 3 70,0667
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 3,000.
b. Razén de seriedad del error de tipo 1/tipo 2 = 100

7.8 Perdxido de hidrégeno de extractos acuosos %

Variedad Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3 4
HSD de Tukey® 4 3| 11,4333
2 3 28,6667
1 3 47,2667
3 3 51,3000
Sig. 1,000 1,000 ,079

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafo muestral de la media armodnica = 3,000.
b. Razdn de seriedad del error de tipo 1/tipo 2 = 100
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7.9 Peréxido de hidrogeno de extractos etandlicos %

Variedad
Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3
HSD de Tukey® 4 3| 6,5667
3 3 32,2000
2 3 58,8333
1 3 61,0333
Sig. 1,000 1,000 ,888

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 3,000.
b. Razén de seriedad del error de tipo 1/tipo 2 = 100

Anexo 8. Prueba t de student del maiz blanco, amarillo, rojo y azul en extractos acuosos

y etandlicos respecto a actividad antioxidante, potencia total de reduccion e inhibicién

perdéxido de hidrégeno

8.1 Maiz blanco

8.1.1 Comparacion entre actividad antioxidante de extractos acuosos y etanélicos

Estadisticos para una muestra

Desviacion | Error tip. de
Media tip. la media
Antiox.ac 3| 67,5333 ,15275 ,08819
Antiox.et 3 9,6333 ,20817 ,12019
Prueba para una muestra
Valor de prueba=0
95% Intervalo de confianza
Sig. Diferencia de para la diferencia
gl (bilateral) medias Inferior Superior
Antiox.ac | 765,75 2 ,000 67,53333 67,1539 67,9128
6
Antiox.et | 80,154 2 ,000 9,63333 9,1162 10,1504
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8.1.2 Comparacion entre potencia total de reduccién de extractos acuosos y etandlicos

Estadisticos para una muestra

Desviacion | Error tip. de
N Media tip. la media
P.ac 3| 25,8333 ,15275 ,08819
P.et 3( 13,1333 ,20817 ,12019
Prueba para una muestra
Valor de prueba=0
95% Intervalo de confianza
Sig. Diferencia de para la diferencia
t gl (bilateral) medias Inferior Superior
P.ac 292,922 2 ,000 25,83333 25,4539 26,2128
P.et 109,276 2 ,000 13,13333 12,6162 13,6504

8.1.3 Comparacién de ensayo con perdxido de hidrogeno de extractos acuosos vy

etandlicos
Estadisticos para una muestra
Desviacion | Error tip. de
N Media tip. la media
H202.ac 3| 47,2667 2,97041 1,71497
H202.et 3| 61,0333 2,34592 1,35442
Prueba para una muestra
Valor de prueba=0
95% Intervalo de confianza
Sig. Diferencia de para la diferencia
t gl (bilateral) medias Inferior Superior
H202.ac| 27,561 2 ,001 47,26667 39,8878 54,6456
H202.et | 45,062 2 ,000 61,03333 55,2057 66,8609
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8.2 Maiz amarillo

8.2.1 Comparacion entre actividad antioxidante de extractos acuosos y etandlicos

Estadisticos para una muestra

Desviacion | Error tip. de
N Media tip. la media
Antiox.ac 3| 36,4667 ,11547 ,06667
Antiox.et 3| 68,6333 ,15275 ,08819
Prueba para una muestra
Valor de prueba =0
95% Intervalo de confianza
Sig. Diferencia de para la diferencia
t gl (bilateral) medias Inferior Superior
Antiox.ac | 547,00 2 ,000 36,46667 36,1798 36,7535
0
Antiox.et | 778,22 2 ,000 68,63333 68,2539 69,0128
9

8.2.2 Comparacion entre potencia total de reduccién de extractos acuosos y etandlicos

Estadisticos para una muestra

Desviacion | Error tip. de
N Media tip. la media
P.ac 3| 64,5000 ,00000° ,00000
P.et 3| 70,0667 ,15275 ,08819

a. No puede calcularse T porque la desviacidn tipica es 0.

Prueba para una muestra

Valor de prueba=0

95% Intervalo de confianza
Sig. Diferencia de para la diferencia
t gl (bilateral) medias Inferior Superior
P.et 794,481 2 ,000 70,06667 69,6872 70,4461
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8.2.3 Comparacién de ensayo con perdxido de hidrégeno de extractos acuosos y

etandlicos
Estadisticos para una muestra
Desviacion | Error tip. de
N Media tip. la media
H202.ac 3| 28,6667 1,47422 ,85114
H202.et 3[ 58,8333 6,46632 3,73333
Prueba para una muestra
Valor de prueba=0
95% Intervalo de confianza
Sig. Diferencia de para la diferencia
t gl (bilateral) medias Inferior Superior
H202.ac | 33,680 2 ,001 28,66667 25,0045 32,3288
H202.et 15,759 2 ,004 58,83333 42,7701 74,8966

8.3 Maiz rojo

8.3.1 Comparacion entre actividad antioxidante de extractos acuosos y etandlicos

Estadisticos para una muestra

Desviacion | Error tip. de
N Media tip. la media
Antiox.ac 3| 69,7667 , 15275 ,08819
Antiox.et 3| 56,0667 ,25166 ,14530
Prueba para una muestra
Valor de prueba =0
95% Intervalo de confianza
Sig. Diferencia de para la diferencia
t gl (bilateral) medias Inferior Superior
Antiox.ac | 791,08 2 ,000 69,76667 69,3872 70,1461
0
Antiox.et | 385,87 2 ,000 56,06667 55,4415 56,6918
7
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8.3.2 Comparacion entre potencia total de reduccién de extractos acuosos y etandlicos

Estadisticos para una muestra

Desviacion | Error tip. de
N Media tip. la media
P.ac 3| 20,3000 ,30000 ,17321
P.et 3| 68,6667 ,15275 ,08819
Prueba para una muestra
Valor de prueba=0
95% Intervalo de confianza
Sig. Diferencia de para la diferencia
t gl (bilateral) medias Inferior Superior
P.ac 117,202 2 ,000 20,30000 19,5548 21,0452
P.et 778,607 2 ,000 68,66667 68,2872 69,0461

8.3.3 Comparacion de ensayo con perdxido de hidrogeno de extractos acuosos y

etandlicos
Estadisticos para una muestra
Desviacion | Error tip. de
N Media tip. la media
H202.ac 3| 51,3000 ,81854 ,47258
H202.et 3| 32,2000 2,82135 1,62891
Prueba para una muestra
Valor de prueba =0
95% Intervalo de confianza
Sig. Diferencia de para la diferencia
t gl (bilateral) medias Inferior Superior
H202.ac | 108,553 2 ,000 51,30000 49,2666 53,3334
H202.et 19,768 2 ,003 32,20000 25,1914 39,2086
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8.4 Maiz azul

8.4.1 Comparacion entre actividad antioxidante de extractos acuosos y etandlicos

Estadisticos para una muestra

Desviacion | Error tip. de
N Media tip. la media
Antiox.ac 3| 67,9667 2,04042 1,17804
Antiox.et 3| 53,2000 ,70000 ,40415
Prueba para una muestra
Valor de prueba =0
95% Intervalo de confianza
Sig. Diferencia de para la diferencia
t gl (bilateral) medias Inferior Superior
Antiox.ac | 57,695 2 ,000 67,96667 62,8980 73,0354
Antiox.et | 131,63 2 ,000 53,20000 51,4611 54,9389
6

8.4.2 Comparacion entre potencia total de reduccidn de extractos acuosos y etandlicos

Estadisticos para una muestra

Desviacion | Error tip. de
N Media tip. la media
P.ac 3| 23,1333 ,15275 ,08819
P.et 3| 50,5667 ,05774 ,03333
Prueba para una muestra
Valor de prueba=0
95% Intervalo de confianza
Sig. Diferencia de para la diferencia
t gl (bilateral) medias Inferior Superior
P.ac 262,307 2 ,000 23,13333 22,7539 23,5128
P.et | 1517,000 2 ,000 50,56667 50,4232 50,7101
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8.4.3 Comparacién de ensayo con perdxido de hidrégeno de extractos acuosos y

etandlicos
Estadisticos para una muestra
Desviacion | Error tip. de
N Media tip. la media
H202.ac 3( 11,4333 ,32146 ,18559
H202.et 3 6,5667 1,19304 ,68880
Prueba para una muestra
Valor de prueba=0
95% Intervalo de confianza
Sig. Diferencia de para la diferencia
t gl (bilateral) medias Inferior Superior
H202.ac| 61,605 2 ,000 11,43333 10,6348 12,2319
H202.et 9,533 2 ,011 6,56667 3,6030 9,5303
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Anexo 9. Andlisis de varianza de maiz del maiz blanco, amarillo, rojo y azul en extractos

acuosos y etandlicos respecto a compuestos fendlicos totales, antocianinas, actividad

antioxidante, potencia total de reduccion e inhibicidn perdxido de hidrégeno

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.

Compuestos fendlicos | Inter-grupos 16534,133 3 5511,378 1670,439 ,000
ex.ac Intra-grupos 26,395 8 3,299

Total 16560,528 | 11
Compuestos fendlicos | Inter-grupos 8378,095 3 2792,698 442,339 ,000
ex.et Intra-grupos 50,508 8 6,313

Total 8428,603| 11
Antocianinas Inter-grupos 9843,230 3 3281,077 1,036 E7 ,000

Intra-grupos ,003 8 ,000

Total 9843,232| 11
%Actividad Inter-grupos 2306,020 3 768,673 728,025 ,000
antioxidante ex.ac Intra-grupos 8,447 8 1,056

Total 2314,467 11
%Actividad Inter-grupos 5954,577 3 1984,859 | 12805,541 ,000
antioxidante ex.et Intra-grupos 1,240 8 ,155

Total 5955,817 11
%Potencia total de Inter-grupos 3904,416 3 1301,472| 38091,862 ,000
reduccidn ex.ac Intra-grupos ,273 8 ,034

Total 3904,689( 11
%Potencia total de Inter-grupos 6327,322 3 2109,107 | 90390,321 ,000
reduccion ex.et Intra-grupos ,187 8 ,023

Total 6327,509 11
% Inhibicion perdxido | Inter-grupos 3033,647 3 1011,216 343,659 ,000
de hidrégeno ex.ac Intra-grupos 23,540 8 2,943

Total 3057,187 11
% Inhibicidn Peréxido | Inter-grupos 5925,769 3 1975,256 139,348 ,000
de hidrégeno ex.et Intra-grupos 113,400 8 14,175

Total 6039,169( 11
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